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Scopo: valutare lo stato ossidativo del BALF di cavalli sani e affetti da patologia 
polmonare mediante il dosaggio di d-ROMs (Derivated-Reactive Oxygen 
Metabolites), AOPP (Advanced Oxidative Protein Products) e NPBI (NON-Protein 
Bound Iron) quali marker di ossidazione e BAP (Biological Antioxidant Potential) 
quale marker di attività antiossidante. 
Materiali e metodi: il BAL e’ stato eseguito su 19 cavalli di razza trottatore e 4 asini 
di razza amiatina. Sui campioni erano valutati: conta totale dei WBC, conta 
differenziale, d-ROMs, BAP, NPBI e AOPP. In base alla conta totale e differenziale 
dei WBC, gli equidi venivano divisi retrospettivamente in 3 gruppi: sani, IAD mista 
e RAO. 
La distribuzione dei dati è stata verificata con il Shapiro-Wilk normality test. Il t-test 
per dati non appaiati e il Mann-Whitney test sono stati applicati al fine di evidenziare 
differenze tra i gruppi per ciascun parametro valutato. Il test di Pearson è stato 
applicato tra i d-ROMs vs AOPP ed NPBI vs AOPP nei soggetti “IAD mista” e 
“RAO”, al fine di evidenziare una eventuale correlazione tra NBPI e d-ROMs quali 
sostanze pro-ossidanti e AOPP che rappresentano metaboliti terminali 
dell’ossidazione.  
Risultati: è stata osservata una differenza statisticamente significativa tra: d-ROMs 
“sani” vs “IAD mista” (p<0,02) e “sani” vs “RAO” (p<0,002); NPBI “sani” vs IAD 
mista” (p<0,05) e “sani” vs “RAO” (p<0.04); AOPP “sani” vs “IAD mista” 
(p<0,0005) e “sani” vs “RAO” (p<0,04); BAP “sani” vs “IAD mista” (p<0.01).  
E’ stata trovata una correlazione tra d-ROMs ed AOPP per il gruppo “IAD mista” 
(p<0,01; r=0,726). 
Discussione e conclusioni: il presente lavoro ha evidenziato un aumento del 
potenziale ossidativo sia nel gruppo IAD mista che nel gruppo RAO rispetto al 
gruppo dei controlli sani. Tutti e tre i parametri considerati (d-ROMs, NPBI e AOPP) 
risultavano aumentati nei soggetti patologici rispetto ai sani. Il potenziale 
antiossidante e’ risultato anch’esso aumentato sia nei soggetti con IAD mista che nei 
soggetti con RAO, sebbene in questi ultimi la differenza non sia statisticamente 
significativa rispetto ai controlli sani. Questi risultati confermano l’aumento 
dell’ossidazione a livello polmonare in corso di malattia infiammatoria delle basse 
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Aim: to evaluate the oxidative status of the BALf  of both sound and clinically sick 
horses through by assesing d-ROMs, NPBI, AOPP and BAP. 
Materials and methods: the BAL was performed on 19 troghoubread horses and 4 
amiatina donkeys. Samples were centrifuged, evaluate citologically and analyzed in 
order to assess the d-ROMs, BAP, NPBI and AOPP levels. Based on the total and 
differential white cell count, the animals were divided into three groups: healthy, 
IAD and RAO. Data’s distribution was verified through Shapiro-Wilk normality test. 
T-test and Mann-Whitney test were used to evaluate any differece in any parameter 
between the three groups. Pearson’s test was used between NPBI vs d-ROMs and 
NPBI vs AOPP in the groups IAD and RAO.  
Results: positive correlation was found between: d-ROMS healthy vs IAD (p<0,02) 
and healthy vs RAO (p<0,002), NPBI healthy vs IAD (p<0,05) and healthy vs RAO 
(p<0,04), AOPP healthy vs IAD (p<0,0005) and healthy vs RAO (p<0,04), BAP 
healthy vs IAD (p<0,01), NBPI vs d-ROMs in RAO horses. 
Discussion and conclusions: this study showed an increased oxidative potential both 
in the IAD and RAO group over the healthy horses. All three oxidative parameters 
(d-ROMs, NPBI, AOPP)were higher in the pathological horses. Antioxidant status 
was increased too, both in IAD and RAO affected horses, even thoug in the latter  the 
difference was not statistically relevant. These results confirm the increased 
pulmonary oxidation and the increased antioxidant status during low airways 






Lo stress ossidativo è stato definito nel 1985 da Sies come uno squilibrio tra sostanze 
ossidanti ed antiossidanti nel quale l’attività ossidativa delle prime supera la capacità 
di neutralizzazione delle seconde, con conseguente danno cellulare ed attivazione di 
meccanismi patologici (Keaney Jr, 2003).  
 È un campo oggetto di ampia ricerca in medicina umana ed è stato implicato in 
numerosi processi patologici che spaziano dalla sepsi all’Alzheimer (Butterfield et 
al, 2001). 
Nel campo della medicina equina sono state studiate un numero limitato di 
condizioni a riguardo degli effetti dello stress ossidativo. Nell’ambito della terapia 
intensiva, è stato esplorato solo il campo della sindrome da ischemia-riperfusione del 
tratto gastroenterico. Inoltre, il ruolo dello stress ossidativo è stato descritto 
nell’osteoartite (OA), nella malattia del motoneurone (EMND), nella disfunzione 
della parte intermedia dell’ipofisi (PPID) e nell’endometrite (Soffler, 2007).                   
Lo squilibrio fra sostanze ossidanti ed antiossidanti è ampiamente studiato anche in 
riproduzione equina, dal momento che aumenti dell’ossidazione del seme vanno a 
scapito di vitalità, motilità e funzionalità della membrana plasmatica dei protozoi 
(Kirschvink et al., 2008). 
I campi oggetto dei maggiori ricerche in questo ambito sono però la fisiologia 
dell’esercizio e l’apparato respiratorio. L’apparato respiratorio ha un ruolo 
fondamentale per le performance dei cavalli. In quanto a limitazione delle 
prestazioni, è secondo per importanza solo a disordini dell’apparato locomotore. 
Dato il suo ruolo imprescindibile nel funzionamento ottimale dell’organismo, 
numerosi studi sono stati condotti sulle alterazioni che possono comprometterne la 
fisiologia, sia su cavalli sani che patologici, sia a riposo che in esercizio. In 
particolare, gli sforzi si sono concentrati sul ruolo dell’ossidazione e sui danni da 
essa indotti (Kirschvink et al., 2008; Williams, 2008).2008) 
 
L’ossigeno, che è alla base della vita della maggior parte delle specie viventi, è 
paradossalmente una sostanza tossica. Le forme di vita aerobie hanno sviluppato 
 7 
sistemi difensivi per proteggersi dai suoi effetti nocivi, ma se esposte a percentuali di 
ossigeno maggiori rispetto a quelle in cui normalmente vivono (21%), vanno 
rapidamente incontro a danni tissutali anche gravi. Uomini adulti esposti ad ossigeno 
puro ad 1 atmosfera di pressione per 6 ore manifestano crampi al torace, tosse e mal 
di gola e, quando esposti per tempi più prolungati, vanno incontro a veri e propri 
danni polmonari. La tossicità dipende dalla  formazione e dall’accumulo di specie 
reattive dell’ossigeno (ROS) durante la riduzione dell’ossigeno durante la 
respirazione cellulare. I ROS danneggiano le componenti cellulari attraverso 
l’ossidazione di proteine, lipidi, carboidrati ed acidi nucleici. La tossicità 
dell’ossigeno si manifesta con intensità diverse su tessuti diversi (Halliwell et al., 
1993). 
Il polmone, essendo esposto ad alte tensioni di ossigeno, rappresenta il tessuto più 
esposto ad esso. Il massimo uptake di ossigeno (VO2MAX) di cavalli in allenamento 
arriva oltre i 160 ml O2/kg/min, esponendo questi animali ad elevati livelli di stress 
ossidativo (Kinnunen et al., 2005). Infatti, nonostante il sistema antiossidante delle 
vie respiratorie sia particolarmente ben sviluppato, lo stress ossidativo gioca un ruolo 
importante nella patogenesi delle patologie polmonari. Ad esempio, è dimostrato 
come l’esposizione all’ozono, una sostanza ossidante esogena, induca stress 
ossidativo a livello polmonare e come quest’ultimo induca danni tissutali 
(Kirschvink et al., 2008).  
Nei sistemi biologici, le cellule rispondono a lievi stress ossidativi aumentando la 
sintesi delle proprie difese antiossidanti. Per esempio, ratti acclimatati gradualmente 
a crescenti livelli di ossigeno tollerano l’esposizione ad ossigeno puro per  tempi 
maggiori dei ratti normali grazie ad un aumento della sintesi delle loro difese 
antiossidanti polmonari. Quando lo stress ossidativo diventa eccessivo, le difese 
antiossidanti vengono superate e si creano danni tissutali (Halliwell et al., 1993).  
Una grande varietà di sostanze endogene ed esogene agiscono in concerto per 
proteggere i tessuti contro i danni ossidativi. Per fare ciò è fondamentale non solo 
l’equilibrio tra sostanze ossidanti ed antiossidanti, ma anche tra le varie sostanze 
antiossidanti, dal momento che antiossidanti diversi possono agire in modi diversi su 
ROS diversi (Kinnunen et al., 2005). 
Quando questi equilibri vengono meno, o per aumento dei ROS o per calo degli 
antiossidanti, le cellule vanno incontro a stress ossidativo, che si manifesta con 
alterazioni delle macromolecole cellulari, morte cellulare per necrosi o apoptosi e 
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danni tissutali (Kinnunen et al., 2005).  
I marker attualmente disponibili per rilevare lo stress ossidativo e lo stato del sistema 
antiossidante sono più di 70 (Longini et al., 2010).                                                                                                    
Per marker si intende un “indicatore che segnala l’avvenimento di un evento in 
sistemi o campioni biologici”. Un marker affidabile deve avere validità biologica, 
alta sensibilità e specificità e deve esserne possibile la misurazione con metodi 
standardizzati e ripetibili. In particolare per quanto riguarda i marker 
dell’ossidazione, essi devono essere composti coinvolti nello sviluppo del processo 
ossidativo o ad esso conseguenti. Radicali liberi, ROS e RNS hanno un’emivita 
troppo breve per essere misurati direttamente, per cui altri marker devono essere 
presi in considerazione (Perrone et al., 2012).  
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2. IL POTENZIALE OSSIDATIVO 
 
2.1. Il sistema ossidante 
 
Dal punto di vista chimico, le sostanze ossidanti sono molecole in grado di ossidarne 
altre. Questo può avvenire o per estrazione di un atomo di idrogeno, o per cessione di 
un elettrone o per aggiunta di ossigeno.  
Le sostanze ossidanti possono essere divise in radicali liberi o molecole di altra 
natura. I primi sono in genere prodotti intermedi a vita breve che, contendo uno o più 
elettroni spaiati nel loro orbitale esterno, sono altamente instabili. Per raggiungere 
una maggiore stabilità, tendono a cedere elettroni ad altre molecole in reazioni a 
catena dette reazioni radicaliche. Tali reazioni si propagano spontaneamente finché o 
si formano radicali stabili,o avviene l’accoppiamento con un altro radicale 
(Floyd,1990). 
A questa categoria appartengono il radicale idrossilico (HO-) e il radicale 
superossido (O2-). Gli ossidanti possono essere altamente reattivi anche senza essere 
radicali, come nel caso del perossido di idrogeno (H2O2) e dell’acido ipocloroso 
(HOCl). In base alla loro origine, le sostanze ossidanti vengono suddivise in esogene 
ed endogene. Le prime includono radiazioni, inquinamento atmosferico, gas tossici 
quali l’ozono, tossine e sostanze chimiche. L’effetto ossidativo indotto dall’ozono a 
livello polmonare è confermato da diversi studi, effettuati anche nella specie equina 
(Lykkesfeldt et al., 2007).  
Le sostanze più rappresentate nell’organismo sono però quelle endogene. Esse sono 
soprattutto ROS, cioè Reactive Oxygen Species, e i ROM (Reactive Oxigen 
Metabolites), cioè i loro metaboliti, e sono in sostanza molecole contenenti ossigeno 
più reattive di quelle presenti nell’aria. Tra di essi si annoverano l’anione 
superossido, il radicale peridrossilico, il radicale idrossilico e il perossido di 
idrogeno. In aggiunta, l’ossido nitrico (NO), l’anidride nitrosa, il diossido di 
nitrogeno, e il nitrosoperossicarbonato potrebbero essere considerate ROS, ma sono 
più comunemente definite come RNS, ossia reactive nitrogen species (Soffler, 2007).  
ROS e ROM derivano in buona parte dalla riduzione incompleta dell’ossigeno 
molecolare che si verifica a livello intracellulare durante il passaggio attraverso la 
catena di trasporto respiratoria nella membrana mitocondriale interna; l'ossigeno, 
quando non  è in grado di ricevere contemporaneamente i quattro elettroni di cui 
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necessita per la riduzione ad acqua, può dar luogo in minime quantità alla 
formazione del superossido. La quota di questo radicale prodotta normalmente è 
trascurabile, ma in condizioni di innalzamento del livello metabolico può incidere 
sull'equilibrio ossidativo/antiossidante. Questo fenomeno si osserva ad esempio nel 
cavallo sottoposto ad esercizio: al drastico aumento del consumo di ossigeno in 
risposta alle richieste metaboliche, consegue un marcato incremento di anione 
superossido (Halliwell et al.,  1993). 
Gli ossidanti endogeni vengono sintetizzati anche da enzimi come lipossigenasi,  
xantina ossidasi, SOD, mieloperossidasi (MPO), ossido nitrico sintasi (NOS). Infine, 
una quota di sostanze ossidanti, in particolare O2- e HOCl vengono prodotti dai 
fagociti del sistema immunitario nel corso di processi infiammatori. Studi 
suggeriscono che l’anione superossido sia prodotto  anche da linfociti, fibroblasti e 
endoteliociti per regolare segnali intracellulari, ma questa funzione non è ancora ben 
chiara (Halliwell et al., 1993). 
ROS e ROM non sono patologici in sè, sono prodotti fisiologici del metabolismo 
cellulare che diventano dannosi quando prodotti in eccesso o non controbilanciati 
efficacemente per un calo delle difese antiossidanti. I ROM per esempio agiscono 
come secondi messaggeri, dal momento che la trasduzione dei segnali intracellulari è 
regolato da meccanismi di ossidazione o riduzione proteica. Svolgono inoltre un 
ruolo fondamentale nella regolazione dell’apoptosi e, quando rilasciati da macrofagi 
e neutrofili, hanno anche un ruolo attivo nei meccanismi difensivi infiammatori 
(Soffler, 2007; Lee I-T et al., 2013). 
Lo stress ossidativo ed il conseguente danno cellulare e tissutale, sono indotti dalla 
sovrapproduzione dei ROM che, a sua volta può essere indotta da  (Soffler, 2007):  
• eccesiva stimolazione da parte delle citochine pro-infiammatorie, 
•  attivita’ di fagocitosi in patologie croniche, 
•  esercizio, il quale causa l’up regulation del metabolismo mitocondriale.  
Una volta danneggiate dallo stress ossidativo, le macromolecole possono ostacolare 
il normale metabolismo cellulare (Gutteridge,1995):  
1. l'ossidazione proteica  può tradursi in un malfunzionamento enzimatico; 
2. la perossidazione lipidica può compromettere l'integrità di membrana; 
3. l’ossidazione degli zuccheri può causare danni strutturali e funzionali 
irreversibili ai parenchimi; 
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I gruppi laterali degli aminoacidi che compongono le catene proteiche sono soggetti 
all'azione dei radicali liberi. Questi possono promuovere la formazione di legami 
crociati come ponti disolfuro, che alterano la struttura proteica, oppure possono dar 
luogo alla formazione di gruppi carbonilici, che infatti vengono impiegati come 
indici di ossidazione proteica. In conseguenza di tali alterazioni, nella maggior parte 
dei casi la proteina risulta impossibilitata a svolgere le sue funzioni fisiologiche. La 
perossidazione lipidica è un processo mediato da radicali liberi che comporta danni 
ossidativi a carico degli acidi grassi poli-insaturi delle membrane fosfolipidiche sia 
della cellula che degli organuli intracellulari. I ROS in presenza di ossigeno 
reagiscono con i doppi legami dei lipidi di membrana generando perossidi lipidici 
molto reattivi che propagano il danno ai lipidi vicini in una reazione a catena. Si 
ritiene che il radicale ossidrilico sia il maggior responsabile di questo fenomeno. Il 
danno a livello delle membrane cellulari ne altera la permeabilità, 
compromettendone la funzione ed interferendo sul trasporto di molecole dal 
compartimento intracellulare all'esterno, e viceversa. Il danno cellulare si esplica in 
modo diverso a seconda delle cellule coinvolte nel processo ossidativo (Gutteridge, 
1995).  
I radicali liberi ossidano facilmente i carboidrati, degradandoli. Ciò nuoce soprattutto 
ai proteoglicani che vanno incontro a depolimerizzazione e frammentazione con 
danni irreversibili ai tessuti dei quali sono costituenti (Floyd, 1990). 
Anche gli acidi nucleici sono soggetti a danni ossidativi. Il danno a cui sono soggetti 
è potenzialmente il più pericoloso tra quelli indotti dai ROS perchè, se non rimosso 
dai sistemi di riparazione, può essere amplificato con la duplicazione del DNA. I 
radicali liberi possono pertanto portare a mutazioni genetiche, inducendo patologie 
oncologiche, attraverso l'alterazione delle basi azotate e degli zuccheri. Il maggior 
responsabile di danno a carico degli acidi nucleici è il radicale ossidrilico. Il DNA 
mitocondriale è maggiormente esposto all'attacco dei radicali liberi rispetto al DNA 
nucleare, in dipendenza dalla sede (Valko et al., 2006). 
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Tali modificazioni cellulari acquistano particolare rilevanza in condizioni di 
infiammazione, nelle quali la flogosi causa il rilascio di ROS che innescano una 
cascata ossidativa a carico delle macromolecole ossidative risultando in ulteriore 
infiammazione con l'instaurarsi di un circolo vizioso che porta al progressivo 































2.2. Il sistema antiossidante 
 
Gli antiossidanti sono definiti come sostanze efficaci contro il danno ossidativo pur 
essendo presenti in quantità molto minori a quelle della sostanza che proteggono 
(Halliwell et al., 1999).  
L’organismo è ben equipaggiato per affrontare la produzione di ROS con 
meccanismi che possono agire a tre livelli (Lykkesfeldt et al., 2007): 
- controbilanciare l’effetto dei ROS; 
- riparare o rimuovere il danno ossidativo attraverso enzimi specifici; 
- indurre l’apoptosi delle cellule eccessivamente danneggiate. 
 
Al primo livello appartengono tutti i sistemi antiossidanti endogeni che possono 
agire prevenendo la formazione dei ROS (soprattutto a livello di catena respiratoria 
mitocondriale ma anche legando metalli liberi come il ferro), impedendo la catena di 
ossidazione da loro indotta o aumentando la trascrizione di geni codificanti per 
molecole antiossidanti (Dani et al., 2004). 
Sono tutte sostanze riducenti, ovvero tendono ad ossidarsi in presenza di donatori di 
elettroni, interrompendo così la catena ossidativa innescata dai ROS. Ognuna di 
queste sostanze, enzimatiche o non, possiede infatti un potere antiossidante, cioè è in 
grado di opporsi più o meno efficacemente in funzione del proprio potenziale di 
ossido-riduzione all’azione ossidante dei radicali liberi. Tale potere è legato alla loro 
proprietà di cedere equivalenti riducenti, cioè elettroni o atomi di idrogeno, alle 
specie reattive, evitando che esse li sottraggano ad altre molecole, prevenendo così 
l’innesco delle reazioni a catena alla base del danno ossidativo. Una volta ceduti gli 
equivalenti, gli antiossidanti diventano anch’essi radicali, ma sono molto più stabili 
dei ROS di partenza e non sono in grado di indurre danni cellulari. Per mantenere il 
potenziale antiossidante biologico (BAP), diversi sistemi enzimatici provvedono a 
riportare gli antiossidanti ossidati allo stato ridotto, grazie all’energia fornita dal 
NADPH (Lykkesfeldt et al., 2007).  
Gli antiossidanti, ad eccezione dell’acido lipoico che può comportarsi in entrambi i 
modi,  possono essere divisi in idrofilici (vitamne A e E, flavonoidi) o idrofobici 
(glutatione, vitamina C, acido urico). La differenza sostanziale è che i primi 
proteggono i lipidi dalla perossidazione, i secondi oltre a questa azione prevengono 
l’ossidazione anche di acidi nucleici, proteine e carboidrati (Kirschivink et al., 2008).  
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Inoltre le sostanze antiossidanti possono essere divise in enzimatiche (antiossidanti 
primari) o non (antiossidanti secondari o scavengers). Tra le non enzimatiche sono 
inclusi α-tocoferolo, β-carotene, acido ascorbico, ceruloplasmina, glutatione, 
transferrina, albumina e acido urico, tutti in grado di bloccare i radicali liberi. Tra le 
enzimatiche le più importanti agiscono a livello mitocondriale e sono la glutatione 
riduttasi, la GPX, la SOD, la catalasi (Soffler, 2007).  
Questi ultimi due enzimi discriminano la capacità o meno di molti batteri di 
sopravvivere in presenza di ossigeno. La SOD infatti agisce trasformando il radicale 
superossido (O2-), un prodotto tanto fisiologico quanto dannoso del metabolismo 
aerobio, in perossido d’idrogeno (H2O2), che viene a sua volta scisso dalla catalasi in 
acqua e ossigeno (Chance et al., 1979).  
L’enzima più importante nella rimozione del perossido di idrogeno è però la 
glutatione per ossidasi (GPX), che, in presenza di selenio, utilizza H2O2 per ossidare 
glutatione ridotto (GSH) a glutatione ossidato (GSSG). Un altro enzima, la glutatione 
reduttasi, agisce in sinergia con altri meccanismi di regolazione del potenziale 
ossidativo cellulari come il sistema NAD(P)H, nella conversione di perossido di 
idrogeno e glutatione ridotto in glutatione ossidato ed acqua (Volodymyr et al, 2012).  
Selenio, zinco, rame e manganese intervengono anch'essi nella detossificazione dei 
ROS, in quanto agiscono da coenzimi della GPX (Se) e della SOD (Zn, Mn, Cu). 
L’insieme di tutti questi sistemi prende il nome di BAP (Biological Antioxidant 
Potential) e, quando la sua capacità antiossidante viene superata per patologie o 




2.3 Ruolo del Ferro 
 
Il ferro, legato dalle plasma-proteine, è coinvolto in un gran numero di processi 
biochimici, come trasporto di ossigeno, metabolismo energetico e sintesi di DNA.  
Potendo passare dalla forma di ferro ferroso (Fe2+) a quella di ferro ferrico (Fe3+), 
può agire sia da ossidante che da riducente ed è coinvolto in numerose reazioni di 
ossido-riduzione (Buonocore et al., 2002). 
D’altro canto, in forma libera è anche un metallo potenzialmente tossico perchè in 
condizioni aerobie catalizza la propagazione delle ossidazioni biomolecolari e la 
formazione di radicali altamente reattivi, soprattutto il radicale idrossilico (OH), che 
si forma attraverso la reazione di Fenton (Koppenol., 1993; Wang et al., 2011). 
 
Reazione di Fenton: Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH· + OH− 
dove:  
- Fe2+ = ferro ferroso (ridotto); 
- H2O2 = perossido di idrogeno; 
- Fe3+ = ferro ferrico (ossidato); 
- OH· = radicale idrossilico; 
- OH−  = anione idrossilico. 
 
Inoltre, il legame degli ioni ferrici ad un target significa che i radicali idrossilici 
generati tenderanno a reagire con quella molecola piuttosto che con una qualsiasi 
altra, e che saranno difficili da neutralizzare da parte dei sistemi antiossidanti. Per 
esempio, se il ferro legasse un lipide di membrana, i radicali idrossilici prodotti 
andrebbero a danneggiare quel lipide. Ne consegue che la determinazione del ferro 
libero in grado di catalizzare la produzione di radicali liberi sia un ottimo 
determinante del danno indotto dai ROS stessi (Halliwell et al., 1993).  
Esistono numerosi studi a conferma della tossicità del ferro libero in medicina umana 
ma anche equina, per esempio è stato dimostrato come sia in gran parte responsabile 
del danno e dell’infiammazione alle vie respiratorie indotte dall’esposizione ad aria 
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inquinata a causa della sua capacità di avviare la perossidazione lipidica attraverso la 
produzione di ROS (Dye et al., 1999; Ghio et al., 1999). 
La presenza intracellulare di ferro non legato può derivare da un alterato trasporto, da 
perdita spontanea del metallo da parte di alcune proteine o da ossidazioni del cluster 
ferro-zolfo presente in alcuni enzimi, nonché dalla normale risposta infiammatoria. 
Normalmente comunque il ferro negli organismi viventi è legato alle proteine di 
trasporto (come transferrina e lattoferrina) e depositato in proteine come ferritina e 
emosiderina (Perrone et al., 2012). 
Infatti, data la forte attività pro-ossidante del ferro libero, il sequestro di questo 
metallo in forme legate incapaci di catalizzare la formazione di radicali liberi è un 
importante meccanismo di difesa antiossidante, soprattutto nel comparto 
extracellulare, dove i livelli degli antiossidanti enzimatici è basso (Halliwell et al., 
1993). 
Quindi, il ferro legato non ha effetti tossici e studi dimostrano che maggiore è la 
quantità di ferritina in grado di sequestrare il ferro ferroso e minore risulta la tossicità 
del ferro. Al contrario, la tossicità di questo metallo è direttamente proporzionale alla 
quantità di perossido di idrogeno con il quale il ferro può reagire generando radicali 
idrossilici (Ponka et al., 1998)  
Il termine NPBI indica una forma di ferro non legato in grado di reagire con prodotti 
intermedi ridotti dell’ossigeno e di formare molecole ossidate altamente reattive 
(OH-) (Buonocore et al., 2002).  
L’interesse verso il ruolo pro-ossidativo del ferro ha portato allo sviluppo di un 
metodo di rivelazione dell’NPBI in fluidi biologici e tessuti, che utilizza la 












Gli AOPP (Advanced Oxyadtion Protein Products) sono i derivati terminali 
dell’ossidazione delle proteine, in particolare dell’albumina, da parte dei radicali 
liberi.  
Le alterazioni che i ROM possono causare a carico delle proteine sono: ossidazione 
delle catene laterali amminoacidiche, cross-linking fra proteine, degradazione dei 
legami peptidici, formazione di legami covalenti con prodotti dell’ossidazione 
glucidica o lipidica, frammentazione delle proteine stesse, causandone in ogni caso la 
perdita della funzione originale. L’accumulo di proteine ossidate dipende da un lato 
dall’intensità dello stress ossidativo, dall’altro dalla rapidità con la quale esse 
vengono rimosse  dalle proteasi cellulari (Hawkins et al., 1994; Berlett et al., 1997).  
Gli AOPP vengono prodotti sia in caso di patologie che in caso di stress ossidativo 
come per esempio in condizioni di iperossia, esercizio forzato, sindrome da ischemia 
riperfusione, attivazione neutrofilica (Colombo et al, 2015). 
Durante la fagocitosi, neutrofili e macrofagi rilasciano H2O2 e mieloperossidasi che 
reagiscono formando acido ipocloroso (HOCl). Questo composto è un potente 
battericida, ma ha anche una forte azione ossidante il cui target preferenziale sono le 
proteine. Il prodotto derivante dalla sua azione su queste ultime è la cloramina che 
viene sfruttata per la determinazione in laboratorio degli AOPP nei campioni 
organici (Hawkins et al., 1994).  
Nonostante gli AOPP non abbiano proprietà ossidanti, possono agire come mediatori 
dell’infiammazione innescando la cascata ossidativa di neutrofili e monociti, 
portando ad un ulteriore stress ossidativo fagocitosi-derivato. Gli AOPP sono quindi 
importanti sia come marker ossidativo che come mediatori dell’infiammazione e la 
loro determinazione è un’ottima strategia per rilevare e stimare il grado di danno 
ossidativo (Perrone et al., 2012).  
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3. RUOLO DELLE SOSTANZE OSSIDANTI SULLA FISIOLOGIA E 
PATOLOGIA DELL’APPARATO RESPIRATORIO 
 
3.1 Ruolo degli antiossidanti sull’apparato respiratorio  
 
I ROS svolgono importanti funzioni fisiologiche in tutti i tessuti, inclusi quelli 
respiratori.  La proliferazione cellulare per esempio è regolata da un meccanismo 
ROS-dipendente. Infatti i ROS sono prodotti in seguito all’attivazione della NADPH 
ossidasi da parte di numerosi fattori di crescita cellulari e possono ossidare proteine 
coinvolte nella regolazione del segnale proliferativo (Kirschvink et al., 2008; 
Hernández-García D et al., 2010).  
Essi sono coinvolti anche nell’arresto della crescita cellulare. L’azione dell’enzima 
fosfolipasi A2, che causa l’arresto del ciclo cellulare in risposta a danni al DNA, è 
mediata proprio da queste sostanze ossidanti. Numerosi studi condotti in vitro 
implicano i ROS anche nella differenziazione cellulare. È stato osservato che la 
differenziazione di varie linee cellulari può essere indotta dall’aumento dei ROS. In 
aggiunta, essi sono coinvolti nel meccanismo dell’apoptosi cellulare attraverso 
l’attivazione di  fattori di regolazione della morte cellulare. L’evidenza più forte a 
supporto di questa teroria è che la concentrazione dei ROS è più alta nelle aree dove 
sono in corso abbondanti fenomeni  apoptotici. Topi di laboratorio geneticamente 
modificati in modo da non esprimere una proteina coinvolta nella produzione di 
perossido di idrogeno, hanno una maggiore resistenza all’apoptosi. Infine, ma non 
per ordine di importanza, i ROS sono coinvolti nella cascata infiammatoria, dal 
momento che l’espressione dei geni infiammatori dipende da reazioni di ossido 
riduzione e sono rilasciati dalle cellule del sistema immunitario in risposta ad insulti 
patogeni. L’azione di ossidazione su lipidi di membrana, proteine, ed acidi nucleici 
dei microrganismi ha un ruolo chiave nella loro distruzione (Hernandez-Garcia et al, 
2010).  
I ROS sono quindi messaggeri intracellulari di fondamentale importanza per le 
fisiologiche funzioni cellulari, i problemi si verificano quando la produzione di 
sostanze ossidanti aumenta in modo eccessivo o non è più equilibrata dal sistema 
antiossidante (Kirschvink et al., 2008). 
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Come già ricordato, il polmone è fra tutti gli organi quello più a rischio di danno 
ossidativo a causa all’esposizione continua all’ossigeno. Inoltre, anche l’esposizione 
ad ossidanti esogeni ha un ruolo deleterio importante per le vie respiratorie, che sono 
esposte all’inalazione di ozono, particelle ultrafini ed endotossine (Domej W et al., 
2006; Kirschvink et al., 2008). 
Il polmone ha evoluto difese antiossidanti molto sviluppate, in particolare l’acido 
ascorbico tra le non enzimatiche e SOD, catalasi e GPX tra le enzimatiche (Sahiner 
et al., 2011).  
Nonostante ciò, lo stress ossidativo è alla base di molte patologie respiratorie, sia 
nell’uomo che nel cavallo (Kirschvink et al., 2008). 
A riposo in soggetti sani, l’equilibrio fra sostanze ossidanti ed antiossidanti è 
sufficiente a prevenire alterazioni delle normali funzioni fisiologiche, ma qualsiasi 
aumento delle prime o calo delle seconde può distruggere tale equilibrio (Buyukbas 
et al., 2008).  
Lo squilibrio si crea in caso di infiammazioni e patologie polmonari, ma anche 
nell’esercizio intenso. Nei cavalli sportivi, infatti, è riportato un aumento di 
perossidazione lipidica e un calo di sostanze antiossidanti come il glutatione, in 
particolare a livello polmonare. Durante l’esercizio si creano grandi quantità di ROS 
ed altri radicali liberi, anche se il meccanismo responsabile non è del tutto chiarito 
(Munoz-Escassi et al., 2006). 
 Una teoria  ipotizza come causa l’aumento del metabolismo dei mitocondri, ma 
esperimenti in vitro attribuiscono loro un ruolo secondario. Un’altra ipotesi è quella 
della ischemia-riperfusione: dal momento che l’esercizio è associato ad ipossia a 
causa della maggiore richiesta di ossigeno da parte di muscoli e cuore con deviazione 
del flusso sanguigno verso questi tessuti, a fine sforzo avviene la riossigenazione 
tissutale con produzione di ROS, mediatori proinfiammatori e citochine (Maranon et 
al., 2006).  
L’infiammazione è una risposta protettiva ad un danno, il cui scopo è quello di 
distruggere e rimuovere lo stimolo nocivo e le cellule danneggiate, promuovendo 
così la riparazione tissutale. Quando questa risposta avviene in maniera esagerata o 
in maniera cronica, il risultato è lo stress ossidativo e il danno ai tessuti. Le cellule 
polmonari, in particolare gli epiteliociti di tipo 2 (responsabili della produzione del 
surfactante fondamentale per il funzionamento del polmone), sono suscettibili agli 
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effetti dell’ossidazione, in risposta alla quale rilasciano mediatori infiammatori quali 
citochine e chemochine (Medzhitov, 2008). 
Quindi lo stress ossidativo, causando la sovraespressione di geni pro-infiammatori, 
ha un ruolo fondamentale nella risposta flogistica, e la flogosi causa a sua volta  un 
ulteriore stress ossidativo (Simpson et al., 2009; I-Taa Lee et al., 2013). Inoltre, 
neutrofili e macrofagi rilasciano ROS nel processo di distruzione  degli agenti 
patogeni. Non essendo la loro azione specifica contro le macromolecole dei patogeni, 
i ROS rilasciati dal sistema immunitario danneggiano anche i tessuti dell’ospite, 
aggravando l’infiammazione e innescando un circolo vizioso (I-Taa Lee et al., 2013).  
È riportato che l’eccessiva produzione di ROS da parte delle cellule infiammatorie è 
correlata al grado di iperresponsività respiratoria dal momento che le sostanze 
ossidanti promuovono l’infiammazione attivando diversi fattori di trascrizione nelle 
cellule epiteliali bronchiali, macrofagi alveolari, neutrofili e mastociti, inducendo 
l’espressione di varie citochine proinfiammatorie tra cui  IL-1β e TNFα, importante 
in malattie quali la RAO (Moran et al., 2011).  
La risposta infiammatoria acuta TNFα indotta e i conseguenti danni tissutali 
avvengono specificatamente  carico dei polmoni, a causa  dell’infiltrazione 
leucocitaria che avviene preferenzialmente a questo livello (I-Taa Lee et al., 2013).  
In ogni caso, perchè si possa riconoscere con certezza ai ROS un ruolo nella 
patogenesi di una malattia si devono verificare le seguenti condizioni (Halliwell, 
2001): 
- deve essere possibile dimostrare la presenza di danno ossidativo attraverso 
l’uso di marker validi; 
- il danno ossidativo deve precedere o avvenire in parallelo al danno tissutale; 
- l’apporto sperimentale di ROS nei tessuti deve riprodurre i danni tissutali 
osservati nel corso della malattia; 
- l’uso di antiossidanti specifici per i ROS responsabili della patologia deve  




3.2 Stress ossidativo e patologie polmonari nell’uomo 
 
Attualmente è forte l’interesse della comunità scientifica sul ruolo di radicali liberi, 
radicali dell’ossigeno e stress ossidativo  come mediatori di danno tissutale in alcune 
patologie polmonari umane e come mediatori degli effetti dell’inquinamento 
atmosferico e del fumo di sigaretta. Quest’ultimo contiene diversi tipi di ROS, 
inclusi anione superossido e radicale idrossilico, e diversi studi hanno riscontrato un 
aumento di queste sostanze nel liquido di rivestimento dell’epitelio polmonare 
(PELF) di fumatori  rispetto a non fumatori, in parallelo con un aumento dei prodotti 
di perossidazione lipidica e mutazioni degli acidi nucleici (Domej et al., 2006).  
Nonostante tutti gli studi effettuati finora, non è sempre ben chiaro se il danno 
ossidativo sia causa od effetto delle patologie nelle quali è coinvolto, ma di sicuro ha 
un effetto deleterio propagando il danno tissutale  (Soffler, 2007). 
In ogni caso, è universalmente riconosciuto che lo stress ossidativo gioca un ruolo 
fondamentale in patologie croniche quali l’asma e la Chronic Obstructive Pulmonary 
Disease (COPD) (MacNee et al., 2001).  
L’asma è una patologia infiammatoria cronica dei polmoni che ha molti aspetti in 
comune con la Recurrent Airways Obstruction (RAO) dei cavalli, tra i quali la 
limitazione del flusso d’aria, l’iperreattività polmonare e il rimodellamento delle vie 
aeree. Nei pazienti asmatici è presente uno squilibrio tra sostanze 
ossidanti/antiossidanti che sfocia in stress ossidativo. Sia ROS esogeni (ozono, 
inquinanti atmosferici) che endogeni (anione superossido, perossido di idrogeno, 
radicale idrossilico, ossido nitrico) svolgono un ruolo importante nell’infiammazione 
delle vie aeree. Gli endogeni derivano soprattutto dalle cellule infiammatorie, 
macrofagi ed eosinofili di soggetti asmatici producono oltretutto più superossido di 
quelli di soggetti sani (Sahiner et al., 2011).  
Qualsiasi sia la loro origine, i ROS sono direttamente correlati alla gravità della 
patologia e al grado di responsività delle vie aeree. I meccanismi con i quali essi 
esacerbano l’asma includono la stimolazione  alla secrezione mucosa e la mio-
costrizione della muscolatura liscia delle vie aeree attraverso la sensibilizzazione 
all’acetilcolina e l’attivazione di segnali intracellulari. La stretta associazione tra 
infiammazione e ROS scatena un circolo vizioso per cui la flogosi aumenta il rilascio 
di sostanze ossidanti che a loro volta mantengono l’infiammazione (Bowler et al., 
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2002). L’asma è inoltre associata ad un calo delle difese antiossidanti, in particolare 
SOD, catalasi e glutatione (Sahiner et al., 2011).  
La COPD è un’altra patologia respiratoria cronica simile alla RAO equina. Induce 
una progressiva ed in questo caso irreversibile riduzione del flusso d’aria inspirata in 
seguito alla risposta infiammatoria dei polmoni all’inalazione di particelle o gas 
tossici. Anche in questo caso lo stress ossidativo è riconosciuto come uno dei 
maggiori fattori predisponenti la patogenesi, sia danneggiando direttamente il 
polmone sia esacerbando la cascata infiammatoria. Le crisi di COPD sono dovute al 
fumo o ad altre cause scatenanti che aumentano il livello di ROS assunti per via 
esogena. Anche una volta che la causa viene meno, lo stress ossidativo persiste per la 
produzione di ROS endogeni sia liberati dai neutrofili, che nei soggetti affetti sono in 
numero tanto maggiore quanto più grave è la patologia, sia dietro stimolo delle 
citochine pro-infiammatorie, e questo si riflette in un aumento dei prodotti di 
perossidazione lipidica riscontrabili in tali pazienti. I soggetti affetti da COPD hanno 
maggiori livelli di ROS, quali il perossido di idrogeno e l’ossido nitrico, delle 
persone sane, e in particolare questo aumento è più marcato durante le crisi (Drost et 
al., 2005; Rahman et al., 2006). 
Altre patologie respiratorie nelle quali è dimostrato un aumento dei ROS includono 
l’Adult Respiratory Disease Syndrome (ARDS), l’asbestosi, l’iperossia, la fibrosi 





3.3 Stress ossidativo e patologie polmonari nei cavalli 
 
Da molti anni ormai lo stress ossidativo è studiato anche in medicina equina e sono 
state raccolte prove del fatto che lo squilibrio fra sostanze antiossidanti ed ossidanti a 
favore di queste ultime gioca un ruolo deleterio per le vie respiratore del cavallo 
(Kirschvink et al., 2008).  
Il primo di questi studi risale al 1996 (Mills et al., 1996) ed indagava la relazione fra 
ossidazione ed infiammazione delle vie aeree. Il risultato fu che il punteggio 
infiammatorio broncoscopico delle vie respiratorie inferiori era positivamente 
correlato al Glutatione Redox Ratio del BALF (GRR=GSSG/GSSG+GSH, dove 
GSSG= glutatione ossidato e GSH= glutatione ridotto).  
Il glutatione è una delle difese antiossidanti primarie del polmone ed è presente nel 
PELF in concentrazioni 100 volte superiori a quelle del plasma. Questa correlazione 
tra la severità dell’infiammazione delle vie aeree e l’ossidazione del GSH è stata la 
prima indicazione del fatto che le vie respiratorie equine infiammate sono sottoposte 
a stress ossidativo (Mills et al., 1996; Soffler, 2007)  
Le patologie delle vie respiratorie del cavallo sono fattori limitanti le performance 
che in alcuni casi richiedono una cura per tutto l’arco della vita. Lo stress ossidativo 
evidenziato durante il loro decorso deriva dall’infiammazione che accompagna tutte 
queste malattie, soprattutto per la liberazione di ROS da parte di neutrofili e 
macrofagi volta alla distruzione di patogeni ed allergeni. La maggior parte degli studi 
nel campo del ruolo dell’ossidazione nella patologia polmonare si concentrano sulla 
recurrent airways disease (RAO). Questa malattia di natura allergica è caratterizzata 
dalla flogosi cronica delle vie respiratorie profonde con il progressivo accumulo di 
muco e cellule infiammatorie, in particolare neutrofili. Come nell’asma umana, le 
crisi sono scatenate dall’esposizione ad allergeni quali muffe e polveri. In realtà nel 
cavallo, grazie ad una maggiore capacità antiossidante non-enzimatica (acido 
ascorbico), per scatenare lo stress ossidativo nel polmone equino affetto da RAO non 
basta indurre un’infiammazione neutrofilica acuta, ma è necessaria una flogosi 
prolungata (Deaton et al., 2006a).  
In ogni caso, data la frequenza e l’importanza di questa malattia nel settore equino e i 
numerosi studi comprovanti l’implicazione del danno ossidativo nell’asma e nella 
COPD umane, così simili alla RAO equina per eziologia, non c’è da stupirsi se molti 
studi sono stati dedicati a chiarire il ruolo dei ROS nella patogenesi di questa 
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malattia. Ad esempio, è provato che i cavalli affetti da questa malattia hanno una 
ridotta capacità antiossidante, che li rende più suscettibili allo stress ossidativo (Mills 
et al., 1996; Deaton et al., 2005a; Deaton et al., 2006b).   
In particolare si riscontra una ridotta concentrazione di acido ascorbico, che è 
l’antiossidante più importante del fluido di rivestimento epiteliale del polmone 
equino, e la sua concentrazione è correlata con la quantità di perossido di idrogeno 
(H2O2) nel condensato espiratorio (Deaton et al., 2005b).  
Parallelamente, si assiste anche un aumento di sostanze ossidanti. Condensati 
dell’esalato respiratorio di cavalli affetti da RAO mostrano una maggiore quantità di 
perossido d’idrogeno che quelli di cavalli sani, e questi aumenti sono 
significativamente più marcati in corso di crisi che in remissione (Dekhijzen et al., 
1996).  
Inoltre le crisi sono associate ad un significativo aumento anche di marker indiretti 
dell’ossidazione come glutatione ossidasi, glutatione redox ratio e 8-isoprastano 
(eicosanoide prodotto dall’ossidazione radicalica dell’acido arachidonico che 
costituisce un marker affidabile di stress ossidativo) nel Pulmonary Epithelial Lining 
Fluid (PELF) (Robinson, 2001), ed essi sono correlati positivamente alla conta 
neutrofilica nel BALF (Kirschvink et al., 2002a). 
 Il fatto che cavalli affetti da RAO registrino, rispetto a cavalli sani, valori maggiori 
di GRR e GSSG nel BALF e che tali valori siano superiori durante le crisi che non in 
remissione suggerisce un aumento dell’ossidazione polmonare indotta dalla RAO, in 
particolare durante le crisi. La correlazione positiva tra conta neutrofilica e sostanze 
ossidative, inoltre, conferma che lo stress ossidativo aggrava lo stato infiammatorio e 
suggerisce che il burst infiammatorio sia la principale fonte di produzione di ROS 
(Kirschvink et al., 1999).  
Lo stress ossidativo indotto dalla RAO può avere un impatto diretto non solo sul 
grado di infiammazione polmonare, misurabile con la conta neutrofilica, ma anche 
sulla funzionalità polmonare. Infatti, maggiori sono i valori di GRR e isoprostani e 
maggiori sono le alterazioni del profilo gasanalitico arterioso e dei meccanismi 
ventilatori, indicando una maggiore disfunzione polmonare (Kirschvink et al., 
2002a).  
Tutto ciò indica che la flogosi delle vie respiratorie può indurre uno stress ossidativo 
polmonare dipendente dalla gravità dell’infiammazione stessa e con ripercussioni 
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sullo stato ossidativo sistemico (Kirschvink et al., 2002a).  
 A riprova dell’importanza del ruolo dei ROS nella patogenesi della RAO, un 
aumento di sostanze antiossidanti nella dieta di cavalli affetti riduce la flogosi delle 
vie respiratorie e migliora  lo stato antiossidante del sangue (BAP). È dimostrato che 
supplementi di antiossidanti (vitamine A, C e E, Selenio) per periodi di almeno un 
mese aumentano la conentrazione plasmatica di acido ascorbico ed α-tocoferolo, 
oltre a migliorare significativamente la tolleranza all’esercizio e lo score 
infiammatorio valutato endoscopicamente (Kirschvink et al., 2002b; Deaton et al., 
2004; Moran et al., 2011).  
D’altro canto, la terapia antiossidante non pare migliorare la funzionalità polmonare, 
non aumenta i livelli di altre sostanze antiossidanti come il glutatione, ne diminuisce 
i livelli di indici dell’ossidazione come gli isoprostani (Kirschvink et al., 2008). 
Questo è imputabile al fatto che date sostanze antiossidanti agiscono solo su certe 
sostanze ossidanti, e l’isoprostano potrebbe non essere uno dei target degli 
antiossidanti utilizzati. Inoltre, modelli umani mostrano che se i tessuti dell’organo 
sono già danneggiati in modo grave, la terapia antiossidante può non essere efficace 
nel migliorarne la funzionalità. Inoltre, mancano guide linea per quanto riguarda 
posologia, modi e tempi di somministrazione delle sostanze affinché la loro azione 
sia ottimale (Crimi et al., 2006).  
Lo stress ossidativo ha un ruolo importante non solo nell’evoluzione della RAO, ma 
anche in altre patologie che affliggono il parenchima polmonare. Per esempio, nei 
cavalli affetti da Summer-Pasture Associated Obstructive Pulmonary Disease 
(SPAPOD), un’altra malattia di natura allergica che colpisce in questo caso cavalli al 
pascolo, sono stati rilevati aumenti dell’ ossido nitrico sintetasi inducibile (iNOS) 
nelle cellule epiteliali bronchiali. Questo dato fa ipotizzare un ruolo pro-
infiammatorio dell’ossido nitrico (NO) in questa patologia (Kirschvink et al, 2008).  
Un’altra malattia per la quale è stato ipotizzato un coinvolgimento dello stress 
ossidativo nella patogenesi è l’emorragia polmonare da sforzo (EIPH), una malattia 
tipica dei cavalli sottoposti a sforzi intensi caratterizzata dall’ accumulo di sangue in 
trachea e di emosiderofagi nel BALF (Kirschvink et al., 2005). 
 La sua patogenesi non è ad ora ben chiara, ma sembra implicato un aumento della 
pressione transmurale a carico dei capillari della porzione dorso-caudale del 
polmone. In corso di emorragia polmonare da sforzo (EIPH) i ROS, possono 
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contribuire all’insorgenza e all’aggravarsi della malattia aumentando la pressione 
sanguigna, sia riducendo la formazione di ossido nitrico (sostanza sì ossidante, ma 
con azione vasodilatatrice), sia stimolando la sintesi di sostanze vasocostrittrici. 
Inoltre è provato che il danno ossidativo  riduce la fluidità di membrana degli 
eritrociti e questo, causando un aumento della viscosità del sangue, va ulteriormente 
ad incidere sulla pressione sanguigna. A tutto ciò va aggiunto che I ROS hanno 
azione pro-infiammatoria e che il protrarsi  della flogosi ha effetti isto-lesivi 
(Kirschvink et al., 2008). 
L’indebolimento dei capillari polmonari e l’aumento della vasocostrizione indotti 
dall’esercizio intenso portano all’insorgenza dell’EIPH, che a sua volta aumenta 
l’infiammazione delle basse vie aeree inducendo un ulteriore rilascio di ROS e 
instaurando così un circolo vizioso (Kirschvink et al., 2005). 
Per quanto riguarda le polmoniti, pochi studi di medicina equina hanno indagato il 
ruolo degli agenti ossidanti, nonostante in suini e vitelli essi siano stati  correlati a 
patologie polmonari infettive (Crowley et al., 2013).  
Puledri affetti da polmoniti di varia natura hanno tutti aumenti degli indici di stress 
ossidativi, quali alti livelli di H2O2 nell’espirato, alti livelli di AOPP nel sangue bassi 
livelli di BAP, suggerendo una correlazione diretta di questi parametri ossidativi con 
lo stato di salute dei puledri (Crowley et al., 2013; Po et al., 2013).  
In particolare puledri affetti da Rodococcosi, una patologia batterica sostenuta da 
Rhodococcus equi e responsabile di infiammazioni piogranulomatose croniche che si 
manifestano con broncopolmoniti suppurative e ascessi polmonari, mostrano 
maggiori valori di ROM ematici e H2O2 del condensato espiratorio rispetto a puledri 
sani. ROM e H2O2 sono prodotti dai macrofagi per distruggere e digerire gli agenti 
patogeni, ma Rhodococcus equi, essendo un organismo intracellulare obbligatorio, ha 
sviluppato un’alta resistenza a queste sostanze e anzi, l’espressione del plasmide 
responsabile della sua dannosità è up-regolata dai markers di stress ossidativo. 
Quindi, è possibile che i livelli di H2O2 rispecchino il tasso di replicazione dei 
rodococchi. Dal momento che gli aumenti di ROM e H2O2  sono proporzionali alla 
gravità della polmonite, lo stress ossidativo è probabilmente coinvolto nella 
patogenesi di questa malattia (Crowley et al., 2013).  
Lo stress ossidativo può essere indotto non solo da ROS endogeni, ma anche 
esogeni. Un esempio classico è l’inalazione di ozono (O3), uno dei maggiori 
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componenti dell’inquinamento atmosferico. L’esposizione a questo agente causa 
iperreattività delle vie respiratorie con massiccio afflusso di cellule infiammatorie e 
danno polmonare. L’ozono infatti diffonde poco nei tessuti, rimanendo confinato 
all’interno del polmone, dove reagisce con gli acidi grassi insaturi producendo 
perossido di idrogeno (OH) ed aldeidi. Inoltre, la presenza dell’ozono altera 
l’omeostasi del ferro aumentandone la quota libera a livello delle basse vie, e di 
conseguenza esacerbando il danno ossidativo. A supporto di ciò, l’aumento 
dell’espressione di proteine di trasporto del ferro in animali da laboratorio 
diminuisce i danni polmonari indotti dall’ozono, così come la somministrazione di 
sostanze chelanti prima dell’esposizione (Ghio et al., 2007).  
È stato ipotizzato che l’esposizione all’ozono, aggravando lo stress ossidativo a 
livello polmonare, potesse creare più danni in cavalli affetti da RAO, già di per sè 
soggetti a squilibri ossidanti/antiossidanti, che in cavalli sani. In realtà così non è, 
nonostante i primi abbiano ridotte capacità antiossidanti ed in particolare bassi livelli 
di acido ascorbico nel PELF. La spiegazione risiede probabilmente nel fatto che una 
buona parte dell’ozono inspirato va a reagire con lipidi e proteine prima di poter 
essere neutralizzato dall’acido ascorbico, limitandone di fatto l’importanza (Deaton 
et al., 2005b).  
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4. IL BAL 
 
Il BAL è una tecnica diagnostica che permette di prelevare campioni di fluido 
polmonare. Può essere svolto alla cieca con un Bivona, o utilizzando un endoscopio 
per vedere in tempo reale quello che si sta facendo. La seconda tecnica permette di 
visualizzare le vie aeree e valutarne lo stato, la quantità di muco, la presenza di 
sangue o infiammazione, e consiste nel far scorrere un endoscopio flessibile in fibra 
ottica, con il cavallo in sedazione, attraverso vie aeree superiori, trachea e bronchi 
fino a che il diametro delle diramazioni bronchiali diventa sufficientemente piccolo 
da impedire un’ulteriore progressione (Zinkl, 2002).  
Broncoscopi con diametro elevato (10-13 mm) si arrestano a livello dei bronchioli di 
quarta o quinta generazione e permettono il lavaggio di un buon numero di alveoli 
mentre broncoscopi di piccolo diametro, arrivando più in profondità nel polmone, 
permettono di lavarne una quantità molto minore. In ogni caso, non sono mai state 
rilevate differenze statisticamente significative nelle conte cellulari ottenute con 
endoscopi di diverso diametro (Hewson e Viel, 2002). 
In ogni caso, una volta raggiunto il punto in cui non è più possibile far avanzare 
l’endoscopio, devono essere rapidamente infusi e recuperati 250-500 ml di soluzione 
fisiologica riscaldata a 37 gradi (per evitare bronco-costrizione), attraverso un 
catetere sterile introdotto nel canale di lavoro dell’endoscopio. La quantità di 
fisiologica infusa influenza la conta cellulare totale e differenziale. Infatti, volumi 
inferiori a 250 ml non raggiungono gli alveoli ed il lavaggio è rappresentativo solo di 
bronchi e bronchioli, nei quali c’è una popolazione neutrofilica più consistente 
rispetto ai lavaggi effettuati con grandi volumi di soluzione, che permettono di 
ottenere campioni rappresentativi degli alveoli (Hewson e Viel, 2002).  
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4.1 Aspetto e citologia del BALf di cavalli sani  
 
È importante valutare il BALF sia da un punto di vista macroscopico che 
microscopico. Ad occhio nudo esso appare, in condizioni fisiologiche, limpido o 
poco torbido. Aumenti di opacità o la presenza di flocculi indicano un incremento nel 
contenuto di muco, cellule e frammenti cellulari, mentre  la presenza di schiuma 
superficiale è fisiologica, indicando la presenza del surfactante polmonare (Zinkl, 
2002). 
Dal punto di vista microscopico, sono importanti sia la conta cellulare totale che 
quella differenziale. La prima (TNCC) permette sia di rilevare aumenti del numero di 
cellule nel loro insieme, sia di interpretare meglio la numerosità relativa di ogni 
popolazione. In cavalli sani il TNCC è inferiore a 1000 cellule per microlitro, 
sebbene siano riportati TNCC di 4000 (Zinkl, 2002).  
La conta cellulare differenziale viene effettuata contando consecutivamente 100 
cellule. Variazioni nel numero e nella morfologia cellulare delle diverse popolazioni 
fornisce un utile strumento diagnostico per patologie sia di natura infiammatoria che 
non (Hewson e Viel, 2002). 
Le cellule non infiammatorie che possono essere osservate all’esame citologico del 
BALF sono globuli rossi in minima quantità e cellule di sfaldamento epiteliale. Le 
cellule infiammatorie presenti nel BALF sono macrofagi alveolari, linfociti, 
neutrofili, eosinofili e mastociti. Queste ultime sono il tipo cellulare predominate nel 
BALF (Hewson e Viel, 2002).  
I macrofagi sono cellule residenti negli alveoli e sono la popolazione cellulare 
infiammatoria più abbondante nel BALF di cavalli sani. Normalmente possiedono un 
nucleo ovale in rapporto 1:3 con il citoplasma che può contenere vacuoli o 
frammenti fagocitati vista la loro funzione di spazzini. Quando la quantità dei 
macrofagi contenenti materiale fagocitato è elevata o i vacuoli sono ingranditi fino a 
distorcere la cellula, è presente una patologia polmonare. In alcuni casi, si osservano 
macrofagi multinucleati anche in cavalli senza evidenza di infiammazione (Hewson e 
Viel, 2002; Zinkl, 2002).  
I linfociti sono piccole cellule sferiche nelle quali il nucleo predomina sul 
citoplasma. Ricerche con anticorpi specifici hanno dimostrato che la maggior parte 
dei linfociti presenti nei polmoni sono di tipo T, mentre solo meno del 10% sono B. 
Un aumento è difficilmente valutabile a causa dell’ampio divario tra i range proposti 
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per cavalli sani in studi diversi. In ogni caso, aumenti sono stati riportati in corso di 
intolleranza all’esercizio e tosse cronica, ma il loro significato resta poco chiaro, così 
come poco chiaro è d’altronde il loro ruolo nei polmoni di cavalli sani ed affetti da 
RAO (Hewson e Viel, 2002).  
I neutrofili sono cellule dal caratteristico nucleo multilobato. Il loro numero nelle 
basse vie aeree è relativamente basso, ma può incrementare notevolmente e 
rapidamente in risposta a vari stimoli. Sono le cellule predominanti in corso di 
polmoniti e pleuropolmoniti (40-90%), ma sono elevati anche in caso di RAO 
neutrofilica o mista, EIPH, IAD, infezioni virali acute e bronchiti croniche. Inoltre, a 
seconda della patologia possono presentarsi tossici e degenerati (malattie infettive), 
senza anomalie morfologiche (RAO e IAD) o apoptotici (RAO e IAD). Bisogna 
sempre tenere in conto però che la degenerazione può essere dovuta al 
maneggiamento dei campioni (Hewson e Viel, 2002).  
I mastociti hanno un citoplasma infarcito di granuli metacromatici che conferisce 
loro un aspetto caratteristico. A seconda del grado di iperreattività polmonare, 
possono presentare vari gradi di degranulazione e, in caso di degranulazioni 
sostanziali, il loro riconoscimento può diventare difficile a meno di usare colorazioni 
specifiche come per esempio il blu di Toluidina. Il loro numero può aumentare in 
caso di RAO mastocitaria o per semplice esposizione ad allergeni, per cui il loro 
incremento deve essere valutato attentamente considerando anche anamnesi e 
sintomi (Zinkl,2002). 
Gli eosinofili sono cellule dal nucleo bilobato e dal citoplasma infarcito di granuli 
acidofili. Sono in genere presenti in basse percentuali, ma possono arrivare fino 
all’85% in caso di polmoniti parassitarie o migrazioni di ascaridi. Aumenti più lievi 
si possono riscontrare per IAD eosinofilica, polmonite eosinofilica o semplice 
esposizione ad allergeni. In quest’ultimo caso rimuovendo il cavallo dallo stimolo 
allergico e ripetendo il BAL a distanza di 24 ore, il loro numero dovrebbe ritornare 
nel range ottimale (Hewson e Viel, 2002; Zinkl, 2002). 
Le proporzioni fra le loro popolazioni nei cavalli sani varia a seconda dello studio 
considerato, in funzione del metodo di raccolta, dell’area geografica e del tipo di 
stabulazione. In generale, il BALF dovrebbe contenere meno del 5% di neutrofili, 
meno del 2% di mastociti, meno dello 0,5% di eosinofili, 30-60% di linfociti e 40-
70% di macrofagi. In tabella sono riportati le percentuali fisiologiche delle cellule 
infiammatorie repertabili nel BALF ottenuti in diversi studi: 
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Autore N. cavalli Vol. fisiologica infusa  (ml) M% L% N% Mas% E% 
Rush Moore, (1995) 6 300 65±5 28±3 4±0,3 0,3±0,3 1,2±0,8 
McKane (1993) 62 65 59±10 31±9 9±6,3 NV 0,5±3,1 
Hare (1994) 12 500 60±5 37±5 2±1,5 0,4±0,4 0,03±0,1 
Fogarty (1991) 11 120 65±6 28±6 7±3,3 0,2±0,6 0 
Clark 10 200 56±1 37±2 6±0,5 0,8±0,2 0,5±0,1 
Derksen (1989) 10 300 45±3 43±3 9±1,2 1,2±0,3 <1 
Traub-Dargatz 
(1988) 
9 180-500 31±6 60±6 5±1,6 2,7±0,7 1,2+0,4 
Sweeney (1994) 7 300 46±11 47±11 2,3±2,2 4,4±2 0 
Lapointe (1994) 6 500 26±6 69±3 2,2±1,9 0,2±0,3 0 
Sgorbini (2010) 11 300 70±7 22±12 14±13 NV 1±1 
Tabella 1 – valori fisiologici delle cellule infiammatorie repertabili nel BALF espresse in percentuale.  
Legenda – M%: percentuale macrofagi alveolari; L%: percentuale linfociti; N%: Percentuale 




4.2 Valutazione citologica del BALf in soggetti con patologia respiratoria (IAD, 
RAO, EIPH, polmonite) 
 
• IAD:  
All’esame citologico del BALF, si riscontra un aumento delle cellule 
infiammatorie. In particolare, la IAD può essere classificata come neutrofilica 
quando più del 25% delle cellule infiammatorie sono neutrofili, come 
eosinofilica quando più dello 0,5% sono eosinofili, come mastocitaria quando 
essi sono più del 2% delle cellule infiammatorie, o mista quando si riscontra un 
aumento di più vari tipi cellulari. In genere, il tipo di patologia più frequente è 
quella neutrofilica. In ogni caso, dal momento che vari fattori influenzano la 
densità delle varie popolazioni cellulari, è sempre necessario interpretare con 
attenzione i valori, in particolare quando essi sono vicini ai cut off. (Christley  et 
al, 2007). 
• RAO:  
il BALF ottenuto da cavalli affetti da questa malattia si caratterizza per l’elevato 
numero di neutrofili (20-70%) e, in misura minore, dei macrofagi. Inoltre, a 
causa dell’aumentata produzione di muco, si possono riscontrare cellule 
mucipare e spirali di Curschmann, prodotte da un misto di muco e cellule che 
ostruiscono bronchioli e alveoli, dei quali prendono la forma. (Rush et al., 2004). 
• EIPH:  
il segno distintivo di questa malattia è l’emorragia delle vie respiratorie, che si 
riscontra anche nel BAL con la presenza di emosiderofagi, ossia macrofagi che 
hanno fagocitato dell’emosiderina. Queste cellule persistono nei polmoni anche 
per 3 settimane post-emorragia e permettono di distinguere una vera patologia 
da un sanguinamento iatrogeno prodotto durante l’endoscopia delle vie aeree. In 
questo secondo caso infatti sarebbero presenti globuli rossi liberi, ma non 
emosiderofagi. In ogni caso, neanche la sola identificazione di queste cellule è 
sufficiente per la diagnosi di EIPH, dal momento che la loro presenza è 
riscontrata normalmente nella maggioranza dei cavalli da corsa. Perciò, affinchè 
si possa parlare di emorragia da sforzo, è necessario anche quantificarli (Zinkl, 
2002; Rush et al., 2004). 
• Polmonite: 
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in corso di polmonite batterica, così come per la IAD neutrofilica e per la RAO, 
si riscontra un aumento anche marcato della popolazione neutrofilica. A 
differenza delle altre due patologie, spesso queste cellule appaiono degenerate, 
con cariolisi e vacuolizzazioni citoplasmatiche. E’ possibile anche osservare 
macrofagi attivati e bilobati, il cui numero aumenta via via con il cronicizzare 
della malattia a scapito dei neutrofili. Inoltre, spesso nel BALF di cavalli affetti 
da polmonite si riscontrano direttamente i batteri responsabili (Zinkl, 2002). 
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Il presente studio sperimentale è stato condotto nel periodo 2012-2014, presso le 
strutture del Dipartimento di Scienze Veterinarie di Pisa a San Piero a Grado (PI) ed 
in collaborazione con L’azienda Ospedaliera Universitaria Senese (Ospedale Santa 
Maria alle Scotte). 
La sperimentazione è stata approvata dal Comitato Etico dell’Ateneo di Pisa 
(C.E.A.S.A.) con protocollo numero 14875 del 20.11.12. 
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di valutare lo stato ossidativo del BALF 
di cavalli sani e affetti da patologia polmonare mediante il dosaggio di diversi 
marcatori. In particolare sono stati valutati i d-ROMs (Derivated-Reactive Oxygen 
Metabolites), gli AOPP (Advanced Oxidative Protein Products) e NPBI (NON-
Protein Bound Iron) quali marker di ossidazione e i BAP (Biological Antioxidant 





Lo studio è stato eseguito su una popolazione costituita da 23 equidi (cavalli e asini).  
In particolare il gruppo costituiti dai cavalli era composto da:   
− 19 soggetti; 
− Razza trottatore italiano;  
− Sesso: 1 maschio e 18 femmine; 
− Età compresa tra 9 e 14 anni, mediana: 10 anni; 
− Peso: 442-556 kg. 
 
Il gruppo degli asini era composto da: 
- 4 soggetti; 
- Razza Sorcino Crociato dell’Amiata; 
- Sesso: 3 maschi e 1 femmina; 
- Età compresa tra 3 e 10, mediana; 





5.3 Gestione degli equidi 
Gli animali erano mantenuti in stabulazione libera, le femmine in gruppi di 10 
soggetti e in paddock 30 x 40 m, 2 maschi (uno stallone equino e uno asinino) in 
paddock individuali, e 5 maschi giovani (3 anni) appartenenti alla specie asinina in 
paddock collettivo di 15X15 m. 
L’alimentazione era a base di fieno polifita ad libitum e concentrato commerciale 
[Equifioc®, Molitoria Val di Serchio srl, Marlia (LU)] con razione formulata 
secondo i fabbisogni di mantenimento (NRC, 2007). Tutti i soggetti erano stati  
regolarmente vaccinati per influenza, tetano ed herpesvirus 1-4 e trattati per 
parassitosi gastro-intestinali secondo le linee guida dell’American Association of 
Equine Practitioners Infective Disease Committee (Available at: 
http://www.aaep.org/vaccination_guidelines.htm. Accessed April 10, 2010). 
 
5.4 Criteri di inclusione 
Gli equidi inclusi nel presente lavoro rispettavano i seguenti criteri di inclusione: 
- equidi a riposo da attività agonistica per cause non legate a patologie 
dell’apparato respiratorio; 
- asintomatici per patologie respiratorie. 
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6. PROTOCOLLO SPERIMENTALE 
 
6.1 Gestione equidi 
La sera precedente all’esecuzione del BAL, i cavalli venivano spostati in box 4x4 m 
su lettiera in truciolo e venivano alimentati soltanto con fieno polifita (4 kg). La 
mattina dell’esecuzione del BAL, i soggetti rimanevano a digiuno per minimizzare i 
rischi legati alla riduzione della motilità intestinale secondaria all’utilizzo di farmaci 
sedativi. Dopo il BAL, i cavalli venivano rimessi in box e monitorati fino a sera, per 
poi essere alloggiati nuovamente in branco nei paddocks esterni quando la motilità 
intestinale risultava ripristinata. 
 
6.2 Esecuzione del BAL 
Il BAL è stato eseguito mediante colonscopio (Olympus CF Type EL, centralina 
CLE 10, Giappone). La strumentazione veniva preparata prima dell’entrata 
dell’equide nella sala adibita alle visite cliniche, al fine di ridurre i rumori e i 
movimenti che avrebbero potuto rendere irrequieti gli animali. 
Una volta approntata l’attrezzatura necessaria, l’equide veniva fatto entrare nella sala 
visite dove veniva posizionato in un travaglio e lasciato ambientare per circa 3 
minuti. 
Quindi veniva posizionato un catetere endovenoso di calibro 14G a livello del terzo 
medio della vena giugulare previa tricotomia e disinfezione della parte con alcol e 
povidone iodio. Il soggetti, quindi, veniva sedato con xilazina (0,4 mg/kg ev) e/o 
detomidina (0,03-0,05 mg/kg pc, ev).  
Quando i segni della sedazione erano evidenti (labbro pendulo, abbassamento della 
testa, etc), veniva applicato un torcinaso come ulteriore mezzo contenitivo. 
L’endoscopio veniva introdotto nella narice destra o sinistra fatto scorrere lungo il 
meato nasale ventrale fino all’arrivo in faringe, avendo cura di procedere lentamente 
per non danneggiare la mucosa. Nel canale di lavoro dell’endoscopio veniva 
introdotto il catetere sterile precaricato con lidocaina 1%. Questa procedura non 
veniva effettuata prima dell’ingresso del cavallo in travaglio per ridurre al minimo la 
sua contaminazione. 
Una volta visualizzata l’epiglottide, si estendeva la testa del cavallo per facilitare 
l’ingresso in laringe e se ne effettuava l’accesso nel momento di inspirazione, 
quando le cartilagini aritenoidee venivano visualizzate dilatate. Dopo l’accesso in 
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trachea, se il cavallo manifestava colpi di tosse si fermava l’avanzata dell’endoscopio 
e si iniettava lidocaina all’1% in loco attraverso il catetere sterile fino 
all’interrompersi degli accessi tussigeni. Questo anestetico locale permette di ridurre 
il fastidio provato dagli animali allo scorrere dell’endoscopio lungo la mucosa 
tracheale e bronchiale e di evitare il rischio di traumi causati dallo strumento alle vie 
aeree durante i colpi di tosse. 
L’endoscopio veniva fatto scorrere lentamente fino alla biforcazione tracheale e poi 
nelle diramazioni bronchiali fino a quando il diametro dei bronchioli non impediva 
l’ulteriore progressione, continuando ad iniettare lidocaina all’1% al bisogno. 
Solitamente il diametro del colonscopio permette di raggiungere i bronchi di III-IV 
grado che sono la sede ottimale per l’esecuzione del BAL. 
Una volta raggiunto il bronco da saggiare, il catetere sterile veniva fatto protrudere 
dall’endoscopio e attraverso questo veniva insufflata soluzione fisiologica sterile a 
37 °C per un totale di 300 ml in boli consecutivi da 60 ml utilizzando 5 siringhe da 
60 ml cad.  Dopo aver inoculato la soluzione fisiologica, il catetere veniva svuotato 
dal liquido residuo mediante l’insufflazione di 50 ml di aria e immediatamente dopo 
veniva applicata una pressione negativa sulla siringa stessa al fine di permettere il 
recupero del liquido refluo del lavaggio bronco-alveolare (BALF).  
La presenza di schiuma nel BALF confermava l’avvenuto lavaggio alveolare 
(Hewson et al, 2002). La quantità di BALF recuperato era considerato adeguato se né 
veniva raccolto almeno il 40% del liquido insufflato (circa 120 ml); questo è 
necessario per avere una lettura oggettiva sia della conta totale che differenziale delle 
cellule infiammatorie presenti nel BALF (Hewson et al, 2002). Infine veniva tolto il 
torcinaso e il soggetto era portato fuori dalla sala visita per essere nuovamente 
alloggiato in box. 
 
6.3 Conservazione dei campioni 
Il liquido recuperato era diviso in 3 aliquote raccolte in provette sterili contenenti 
EDTA come anticoagulante (1 aliquota), provette sterili contenenti eparina (1 
aliquota) e provette sterili senza anticoagulante (1 aliquota). 
L’aliquota raccolta in EDTA veniva utilizzata per valutare i WBC totali e per 
allestire un preparato citologico per la conta percentuale. L’EDTA è necessario per la 
conservazione delle cellule (Hewson et al., 2002). Le provette eparinate e senza 
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anticoagulante erano processate per la valutazione della concentrazione dei marker di 
stress ossidativo.  
 
6.4 Processazione e valutazione del BALF 
Valutazione macroscopica del BALF – Il liquido refluo raccolto in EDTA era 
valutato immediatamente per il colore, la limpidezza e la presenza di flocculi o 
detriti. Una buona esecuzione del BAL si evidenzia per la presenta nel liquido refluo 
della schiuma che indica la fisiologica presenza di surfactante raccolto a livello 
alveolare (Hewson et al., 2002). 
Processazione campioni in EDTA - Il campione veniva utilizzato per la valutazione 
della conta cellulare totale dei WBC mediante un contaglobuli (HeCoVet C, SEAC 
srl, Calenzano (FI), Italy). Dopo la lettura, dal campione in EDTA venivano allestiti 
2 preparati citologici mediante citocentrifuga (Cytofuge StatSpin, USA), utilizzando 
400 µl di campione per ciascun preparato citologico. La citocentrifuga lavorava a 
350 rpm per 5 minuti. I preparati venivano quindi lasciati asciugare all’aria e colorati 
con coloratrice automatica (AerosSpray® hematology slide stainer-cytocentrifuge, 
Wescor, Utah, USA). 
Processazione campioni senza anticoagulante – I campioni senza anticoagulante 
erano centrifugati per 10 minuti a 1200 gpm al fine di eliminare il muco e le cellule 
(Kime et al., 1996; Costa et al., 2011). Una volta centrifugato il BALF, il surnatante 
veniva raccolto in 4 eppendorf ed immediatamente congelato dopo catalogazione del 
campione stesso (nome animale, data, NO anticoagulante).  
Processazione campioni con eparina – I campioni con eparina erano centrifugati per 
10 minuti a 1200 gpm al fine di eliminare il muco e le cellule (Kime et al., 1996; 
Costa et al., 2011). Una volta centrifugato il BALF, il surnatante veniva raccolto in 4 
eppendorf ed immediatamente congelato dopo catalogazione del campione stesso 
(nome animale, data, EPARINA).  
 
Il congelamento deve avvenire molto velocemente dopo la raccolta del BALF in 
quanto a temperatura ambiente i processi ossidativi continuano e possono quindi 
falsare le analisi di laboratorio (Hewson et al., 2002).  
 
Valutazione conta cellulare differenziale – La valutazione era effettuata a 40X per 
una visione della distribuzione cellulare e a 100X a immersione per la valutazione 
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differenziale vera e propria. La conta differenziale veniva effettuata su 400 cellule 
per calcolare la popolazione percentuale di macrofagi alveolari, neutrofili, linfociti, 
mastociti ed eosinofili. 
 
6.5 Dosaggio d-ROMs 
Nel presente lavoro i d-ROMs sono stati dosati con una metodica spettrofotometrica 
ed utilizzando un kit commerciale (d-ROMs Test, Diacron Labs S.r.l., Grosseto, 
Italia), che misura la concentrazione degli idroperossidi nei liquidi biologici. 
Il kit contiene un tampone acido, il reagente R2, che libera il ferro dalle proteine 
presenti nel campione biologico. Il ferro libero reagisce con gli idroperossidi del 
campione generando, per la reazione di Fenton, radicali alossilici (R-O) e perossilici 
(R-OO), i quali reagiscono a loro volta con un’ammina aromatica sostituita (A-NH2)  
presente nel reagente R1,  ossidandola. L’ammina ossidata si trasforma in un 
derivato rosa che viene quantificato mediante uno spettrofotometro. L’intensità del 
colore sviluppato è direttamente proporzionale alla concentrazione dei d-ROMs, 
perciò è possibile quantificare la loro concentrazione nel campione biologico oggetto 
di studio. Procedura: Il kit contiene due reagenti (R1 e R2) ed un calibratore 
liofilizzato che viene utilizzato come controllo (R3). Quest’ultimo viene sciolto in 2 
ml di acqua distillata. E’ stata seguita la procedura cinetica, che prevede l’utilizzo di 
un bianco reagente e di un calibratore a titolo noto. Il bianco, il calibratore e il 
campione da analizzare sono stati preparati con la metodica indicata in tabella 1 ed 
analizzati mediante spettrofotometro (Slim, SEAC, Firenze, Italia) ad una lunghezza 
d’onda di 505 nm. 
 
Tabella 1 - Composizione delle soluzioni analizzate, R1= reagente contenente un’ammina aromatica 
sostituita, R2=tampone acido, R3= calibratore liofilizzato. 
 R1 R2 campione R3 
Composizione Bianco 10 µl 1 ml - - 
Composizione Calibratore 10 µl 1 ml - 10 µl 
Composizione Campione 10 µl 1 ml 10 µl - 
 
Le soluzioni preparate come indicato in tabella, sono state mescolate delicatamente e 
lasciate ad incubare a 37 °C per 3 minuti per poi essere analizzate. I risultati del test 
sono espressi in Unità Carratelli (U CARR).  
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6.6 Dosaggio BAP 
Nel presente lavoro il BAP è stato dosato con una metodica spettrofotometrica ed 
utilizzando un kit commerciale (d-ROMs Test, Diacron Labs S.r.l., Grosseto, Italia). 
Il test misura il potenziale antiossidante biologico come capacità del campione di 
ridurre il ferro dalla forma ossidata (Fe3+) alla forma ferrosa (Fe2+), misura quindi il 
potere antiossidante ferro-riducente.  
 Il test, in particolare, sfrutta una soluzione di ioni ferrici (Fe3+)  complessati ad un 
cromogeno (tiocianato). Quando a tale soluzione ne viene aggiunta un’altra 
contenente sostanze antiossidanti, come in questo caso il BALF, gli ioni ferrici 
vengono ridotti a ioni ferrosi (Fe2+). Gli ioni ferrici complessati al cromogeno 
rendono la soluzione di partenza colorata, mentre gli ioni ferrosi non danno colore. 
Quindi, incubando per 5 minuti il BALF con la soluzione contente gli ioni ferrosi e il 
cromogeno, essa si decolorerà tanto più marcatamente quando maggiore sarà stata la 
riduzione del ferro ferrico in ferro ferroso.  
Procedura: Il kit contiene due reagenti: R1 (cromogeno) e R2 (soluzione contenente 
ioni ferrici ) ed un calibratore liofilizzato che, sciolto in 2 ml di acqua distillata, 
viene utilizzato come controllo (R3). Il reagente Il bianco, il calibratore e il 
campione da analizzare sono stati preparati con la metodica indicata in tabella 2.  
 
Tabella 2 - Composizione delle soluzioni analizzate, R1=cromogeno, R2= soluzione contenente ioni 
ferrici (cloruro ferrico), R3=calibratore liofilizzato. 
 R1 R2 H2O distillata Campione R3 
Composizione Bianco 1 ml 50 µl 10 µl - - 
Composizione Calibratore 1 ml 50 µl  - 10 mµ 
Composizione Campione 1 ml 50µ - 10 µl - 
 
Le soluzione così preparate sono state miscelate e lasciate ad incubare per 5 minuti al 
riparo dalla luce e quindi analizzate mediante spettrofotometro (Slim, SEAC, Firenze, 
Italia) ad una lunghezza d’onda di 505 nm. I BAP sono espressi in mg/dl. 
 
 
6.7 Dosaggio NPBI 
La concentrazione di NPBI è stata determinata mediante cromatografia liquida ad 
alta pressione (HPLC) secondo la metodica proposta in letteratura (Lime et al., 1996; 
Paffetti et al., 2006). Il metodo si basa sul legame preferenziale che NPBI stabilisce 
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con l'acido nitrilotriacetico disodico (NTA). L'NTA si complessa al ferro legato a 
proteine di basso peso molecolare (PM) e al ferro legato non specificamente a 
proteine plasmatiche, senza però rimuovere il ferro complessato alla transferrina ed 
alla ferritina. Il campione viene, quindi, unito all’NTA per legare il ferro libero, in 
presenza di una sostanza tampone, l’acido 4-morfolino propanosulfonico (MOPS), 
quindi filtrato per separare l’NPBI isolato dall’NTA. Il filtrato viene poi analizzato 
con sistema HPLC con una precolonna derivatizzata con un ligando del ferro ad alta 
affinità, 1,2-dimetil-3-idrossi-4-piridone (DHP), che forma un complesso colorato 
con il Fe3+. 
Procedura: Per eseguire la determinazione sono stati aggiunti 10 µl di NTA 0,8 
molare e 16,5 µl di MOPS 0,05 molare a 150 µl di campione. Il tutto è stato 
vortexato ed incubato per 10 minuti a temperatura ambiente. I campioni cosi ottenuti 
sono stati caricati in filtri da 30 kiloDalton (Vivaspin 500 Sartorius System Biotech, 
Goettingen, Germania) e posizionati in centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, 
Amburgo, Germania) a 4° C e 16100 rpm per 40 minuti in modo da far filtrare gli 
NPBI. Il filtrato è stato poi trasferito in particolari provette (Vectaspin Micro 
Whatman, Maidstone, UK) ed analizzato con un sistema di cromatografia liquida ad 
alta pressione (Series 1100 Agilent Technologies, HP, Santa Clara, USA).  
Per l’interpretazione dei risultati è stato necessario fare riferimento ad una curva di 
taratura standard nella quale si utilizzano diluizioni scalari (2-4-6-8-10 ml) di ferro 
nitrato. Le diluizioni sono indicate in tabella 3. 
 
Tabella 3 - Modalità di diluizione del ferro nitrato. Legenda -  NTA= acido nitrilotriacetico disodico. 
Molarità soluzione di Fe a concentrazione nota  µl NTA aggiunti µl Fe nitrato 10 µM aggiunti 
10 µM 297 300 
8 µM 125 500 
6 µM 335 503 
4 µM 750 500 
2 µM 500 125 
 
Le soluzioni ottenute con le diluizioni indicate in tabella 3 sono state analizzate con 
sistema HPLC (Series 1100 Agilent Technologies, HP, Santa Clara, USA). I risultati 
sono stati considerati come valore Y della funzione di calibratura da disegnare. I 
valori indicati nella prima colonna della tabella 3 (Molarità soluzione di ferro a 
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concentrazione nota), sono stati considerati come valore X. Il rapporto tra i 
corrispettivi valori ha permesso di disegnare la curva di calibrazione. 
Dal momento che il sistema HPLC estrae segnali anche minimi dai reagenti 
leggendoli tutti come “ferro”, è stato necessario calibrare il sistema misurando di 
tutti i segnali emessi dai reagenti in assenza del ferro ed utilizzando i risultati ottenuti 
come “bianco”. Quest’ultimo è stato poi sottratto ai valori precedentemente ottenuti 
con la curva di calibrazione, ottenendo i valori reali. Il grafico 1 rappresenta la curva 
di taratura ottenuta. 
 
Grafico 1 - Curva di taratura per la determinazione del NBPI. 
 
Legenda:  
• Y = assorbanza (valore ottenuto dalla lettura HPLC delle diluizioni scalari di ferro nitrato – 
bianco); 
• X = concentrazione di NPBI in µM; 
• R2 = coefficiente di correlazione (tanto più R2 si approssima a 1 e tanto maggiore è la 
precisione della curva). 
 
Una volta ottenuta la curva, è stato possibile determinare i valori di NPBI dei 
campioni veri e propri da analizzare. I campioni sono stati sottoposti a 2 iniezioni e 
ai 2 risultati ottenuti è stata applicata la media aritmetica per ottenere un singolo 
valore Y. Sfruttando la funzione della curva di taratura, dal valore Y di ogni 
campione analizzato è stato infine possibile risalire al corrispondente valore X, che 
rappresenta la concentrazione di NPBI di quel campione.  
Gli NPBI sono espressi in µmol/L. 
 
 
6.8 Dosaggio AOPP 
Il livello plasmatico degli AOPP è stato misurato secondo la metodica di Witko-
Sarsat e collaboratori (Witko-Sarsat et al., 1996). La curva di taratura è stata 
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calcolata utilizzando la cloramina-T, un prodotto dell’ossidazione proteica indotta 
dall’acido ipocloroso rilasciato dai neutrofili. Per la determinazione della curva, è 
stata sfruttata la capacità della cloramina-T di assorbire luce alla lunghezza d’onda di 
340 nm in presenza di ioduro di potassio (KI).  
Procedura: la cloramina è stata diluita in PBS (0,2 g KCl + 0,2 g KH2PO4 + 1,5 g 
Na2HPO4 + 8 g NaCl disciolti in 1 L H2O a pH 7,3) come indicato in tabella 4. 
 
Tabella 4 - Procedura di diluizione della cloramina-T. 






0 0 200 (bianco) 
5 10 190 
10 20 180 
20 40 160 
40 80 120 
60 120 80 
80 160 40 
100 200 0 
 
Le soluzioni di cloramina-T + PBS così ottenute sono state poste in doppio in 16 
pozzetti di una piastra da 96. Nella stessa piastra, nei rimanenti pozzetti liberi, sono 
stati aggiunti, sempre in doppio, i campioni in diluizione di 1:5 (40 µl di campione + 
160 µl di PBS), come indicato in tabella 5.  
 
Tabella 5 - Schema del riempimento della piastra a 96 pozzetti. 
 1 2 3 4 5 6 
A Cloramina  0 µM Cloramina 0 µM Campione 1 Campione 1 Campione 9 Campione 9 
B Cloramina 5 µM Cloramina 5 µM Campione 2 Campion 2 Campione 10 Campione 10 
C Cloramina 10 µM Cloramina 10 µM Campione 3 Campione 3 Campione 11 Campione 11 
D Cloramina 20 µM Cloramina 20 µM Campione 4 Campione 4 Campione 12 Campione 12 
E Cloramina 40 µM Cloramina 40 µM Campione 5 Campione 5 Campione 13 Campione 13 
F Cloramina 60 µM Cloramina 60 µM Campione 6 Campione 6 Campione 14 Campione 14 
G Cloramina 80 µM Cloramina 80 µM Campione 7 Campione 7 Campione 15 Campione 15 
H Cloramina 100 µM Cloramina 100 µM Campione 8 Campione 8 ... ... 
 
In tutti i pozzetti, sia contenenti i campioni diluiti sia contenenti la cloramina-T 
diluita, sono stati aggiunti 10 µl di ioduro di potassio e 20 µl di acido acetico, 
necessari per lo sviluppo della reazione. La piastra è quindi stata quindi letta 
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mediante uno spettrofotometro (Lettore per Micropiastre programmabile Biochrom, 
Berlino, Germania) a 340 nm di lunghezza d’onda. 
Dai valori ottenuti dalla lettura dei pozzetti contenenti cloramina-T, è stata costruita 
la curva di calibrazione (grafico 2), dove le concentrazioni finali di cloramina (0-5-
10-20-40-60-80-100) costituiscono le ascisse e i risultati della lettura costituiscono le 
ordinate.  
 
Grafico 2  - Curva di calibrazione per la determinazione finale degli AOPP. 
 
Legenda:  Y = assorbanza a 340 nm; 
X = concentrazione cloramina-T; 
R2 = coefficiente di correlazione; 
Abs = assorbanza. 
 
I valori degli AOPP dei campioni, espressi in µ mol/L equivalenti di cloramina-T,  
sono stati calcolati dalla funzione della curva di calibratura. Tenendo conto della 
diluizione iniziale di 1:5 dei campioni, tali risultati sono poi stati moltiplicati per 5, 
ottenendo i valori reali di AOPP. 
 
 45 
7. ANALISI STATISTICA 
 
Sui risultati ottenuti è stato applicato il test di Shapiro-Wilk normality test per 
verificare la distribuzione dei dati. In base alla conta totale e differenziale dei WBC, i 
cavalli sono stati divisi retrospettivamente in 3 gruppi: 
• gruppo sani (n=5): soggetti che presentavano una conta totale e differenziale 
dei WBC entro i limiti di riferimento (Hodgson e Hodgson, 2003); 
• gruppo IAD mista (n=11): soggetti che presentavano una conta totale e 
differenziale dei WBC compatibile con diagnosi citologica di IAD mista 
(Hodgson e Hodgson, 2003); 
• gruppo RAO (7): soggetti che presentavano una conta totale e differenziale 
dei WBC compatibili con diagnosi citologica di RAO (Hodgson e Hodgson, 
2003). 
Il t-test per dati non appaiati e il Mann-Whitney test sono stati applicati 
rispettivamente sui risultati con distribuzione gaussiana e non, al fine di evidenziare 
differenze tra i gruppi per ciascun parametro valutato (d-ROMs, AOPP, NBPI e 
BAP). Il risultato è stato considerato statisticamente significativo per p<0,05. 
Il test di Pearson è stato applicato tra i NBPI vs AOPP e d-ROMs vs AOPP nei 
soggetti “IAD mista” e “RAO”, al fine di evidenziare una eventuale correlazione tra 
pro-ossidanti (NBPI e d-ROMs) e prodotti terminali dell’ossidazione (AOPP) nei 
gruppi patologici. I risultati sono stati considerati statisticamente significativi per 
p<0,05. L’analisi statistica è stata eseguita con un software commerciale (GraphPad 
Prism, 6.0 per Mac, USA). 
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8. RISULTATI 
I risultati relativi alla lettura del BALF sono riportati in tabella 1. I risultati delle 
concentrazioni di d-ROMs, BAP, NPBI e AOPP ritrovate nel BALF dei cavalli divisi 
nei 3 gruppi sono riportati in tabella 2. 
 Gruppo sani Gruppo IAD mista Gruppo RAO Valori di riferimento 
(Hodgson e Hodgson, 2003) 
WBC totali 200±81,6 381,8±40,4 185,7±37,8 <300 cell/µL 
Macrofagi % 51,0±5,1 29,1±8,6 44,3±18,0 50-70% 
Linfociti % 44,7±3,8 67,0±9,3 38,1±22,0 30-50% 
Neutrofili % 3,5±2,4 2,6±1,5 15,6±8,6 <5% 
Eosinofili % 0,5±0,6 0,6±1,6 1±1,4 <2% 
Mastociti % 0 0,4±0,7 0,8±1,2 <1% 
Tabella 2 – Risultati relativi ai WBC totali e alla conta differenziale ottenuti sui 3 gruppi di animali 
inclusi nello studio.  
 
 Gruppo sani Gruppo IAD mista Gruppo RAO 
d-ROMs (U.CARR.) 25,3±3,7 229,0±36,6 188,1±51,6 
NPBI µmol/L 0,7±0,5 4,4±2,4 4,9±3,1 
AOPP µmol/L 0,1±0,1 3,3±2,5 1,8±0,1 
BAP mg/dl 2116,3±73,0 2457,2±352,8 2301±222,2 
Tabella 1- Concentrazioni di d-ROMs, BAP, NPBI, AOPP nei BALF dei 23 equidi inclusi nello 
studio e divisi nei gruppi “sani”, “IAD mista” e “RAO”.  
 
Il Mann-Withney test ha evidenziato una differenza statisticamente significativa per 
la concentrazione di: 
- d-ROMs tra “sani” vs “IAD mista” (p<0,02) e tra d-ROMs “sani” vs “RAO” 
(p<0,002);  
- NBPI tra “sani” vs IAD mista” (p<0,05) e “sani” vs “RAO” (p<0.04);  
- AOPP tra “sani” vs “IAD mista” (p<0,0005) e “sani” vs “RAO” (p<0,04); 
- BAP tra “sani” vs “IAD mista” (p<0.01). 
Il t-test applicato per d-ROMs, AOPP ed NBPI tra gruppo “IAD mista” vs “RAO” 
non ha evidenziato differenze statisticamente significative.  
E’ stata trovata una correlazione tra d-ROMs e AOPP nel gruppo “IAD mista” 
(p<0,011; r=0,726), mentre non è stata evidenziata nessuna correlazione tra d-ROMs 
e AOPP per il gruppo “RAO”, e tra NBPI vs AOPP per il gruppo “IAD mista” e 
“RAO”.  
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9. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
Ad oggi, esiste ampia evidenza che i disordini di natura allergica come l’asma umana 
e la RAO equina, siano mediati dallo stress ossidativo. L’esposizione eccessiva a 
ROS e NOS è la chiave di questo stress e porta al danno proteico, lipidico e acido-
nucleico (Bowler et al., 2002). 
Pazienti asmatici mostrano incrementi di perossido di idrogeno e ossido nitrico 
rispetto a soggetti sani, e questi incrementi sono dovuti all’infiammazione delle vie 
aeree. Infatti, macrofagi, eosinofili e monociti di persone asmatiche producono più 
superossido delle cellule di persone sane, senza contare la quantità di ROS liberate 
dai neutrofili richiamati dal processo infiammatorio. L’aumento dei ROS, soprattutto 
durante le crisi asmatiche, supera la capacità antiossidante endogena e causa danni 
ossidativi sia alle cellule epiteliali che endoteliali. Inoltre, i ROS diminuiscono la 
funzione β-adrenergica polmonare e sensibilizzano la muscolatura liscia alla 
contrazione acetilcolina-indotta, aggravando la costrizione delle via aeree causata 
anche dall’accumulo di muco e dall’iperplasia che si verificano nei pazienti asmatici 
(Bowler et al., 2002).  
Considerata la somiglianza ezio-patologica dell’asma umana con la RAO equina, 
numerosi studi sono stati preposti a valutare lo stato ossidativo anche in medicina 
veterinaria, indagando sia marker dell’ossidazione, che sostanze antiossidanti, sia a 
livello polmonare che sistemico. E’ riportato un aumento di sostanze ossidanti come 
GRR e GSSG (Kirschvink et al., 1999; Robinson et al., 2001; Kirschvink et al., 
2002b), isoprostani (Kirschvink et al., 1999b; Robinson et al., 2001) e conta 
neutrofilica (Kirschvink et al., 1999; Robinson et al., 2001) nel polmone di cavalli 
dopo esacerbazione dei sintomi, indicando un coinvolgimento del danno ossidativo 
locale nello sviluppo della malattia. Inoltre, la percentuale di neutrofili e lo score 
infiammatorio delle vie aeree (Moore et al., 1985) correlano con lo stress ossidativo, 
così come la meccanica respiratoria e l’esame dei gas espirati (Kirschvink et al., 
2002b).  
Il ruolo del danno ossidativo a livello locale è confermato anche dal calo delle difese 
antiossidanti polmonari, sia per quanto riguarda l’enzima SOD (Niedzwieds et al., 
2014)  che per l’acido ascorbico (Deaton et al., 2005b). 
In effetti, inizialmente si verifica un aumento della capacità antiossidante polmonare, 
probabilmente legata alla cronicità della malattia ed alla stimolazione continua alla 
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produzione di sostanze antiossidanti, mentre con il perdurare della crisi si manifesta 
l’abbassamento del potere antiossidante (Bowler et al., 2002).  
L’alterazione dell’equilibrio tra sostanze ossidanti ed antiossidanti ha ripercussioni a 
livello sistemico, dove si verifica l’aumento di acido urico, la cui produzione e’ 
associata alla presenza di ROS (Kirschvink et al., 1999). Inoltre, la concentrazione di 
GSH plasmatico è aumentata nei cavalli con RAO in remissione. L’incremento di 
questa sostanza antiossidante a livello sistemico indica una risposta adattativa 
dell’organismo allo stress ossidativo cronico che si manifesta a livello polmonare 
(Kirschvink et al., 2002b). 
A mia conoscenza, non esistono attualmente studi rivolti alla valutazione di AOPP e 
NPBI nel PELF dei cavalli affetti da RAO o IAD. 
 In ogni caso, l’aumento dei livelli degli AOPP ematici e’ stato dimostrato in varie 
malattie umane associate a stress ossidativo, come aterosclerosi, insufficienza renale 
sia acuta che cronica, mastocitosi, sindrome metabolica. (Colombo et al., 2015). In 
medicina veterinaria, uno studio eseguito su vitelli sani ha evidenziato un calo 
progressivo e graduale degli AOPP dal momento del parto, evento associato ad 
elevato stress ossidativo, fino allo svezzamento, sia nel sangue che nel condensato 
respiratorio (Ranade et al., 2014). Sempre nella specie bovina, l’incremento di AOPP 
è associato a perdita embrionale ed infiammazione acuta (Po et al., 2012). Per quanto 
riguarda la patologia equina, uno studio riporta l’aumento degli AOPP ematici in 
corso di toxoplasmosi, a causa dell’ossidazione associata allo stato infiammatorio 
indotto dal parassita (Do Carmo et al., 2014). Inoltre, uno studio preliminare eseguito 
su puledri trottatori ha evidenziato un aumento di questo prodotto dell’ossidazione 
proteica nell’esalato respiratorio dell’unico puledro affetto da patologia respiratoria 
rispetto ad altri 10 puledri sani (Po et al., 2012). 
Per quanto riguarda il NPBI, esso e’ stato identificato in medicina umana come il più 
accurato indicatore di rischio di “Free Radical-related Disease” in neonati prematuri 
(Perrone et al., 2010), ed e’ elevato in caso di sindrome da distress respiratorio e 
“Chronic Lung Disease” (Kime et al., 1996). Non è stato identificato un range di 
riferimento per il BALF dei cavalli, per cui in questo studio i valori riscontrati in 
equidi sani, affetti da IAD o affetti da RAO sono stati confrontati con quello dei 
bambini sani, che e’ 0.06-0,99 µmol/L (Kime et al., 1996). 
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In questo studio, d-ROMs, NPBI e AOPP nel BALF dei soggetti sani sono risultati in 
basse concentrazioni. Quindi, in soggetti senza infiammazione attiva delle vie 
respiratorie, non si verificava un aumento dei marker dell’ossidazione, in accordo 
con quanto riportato da studi precedenti (Paffetti et al., 2006; Perrone et al., 2010; Po 
et al., 2012; Gangemi et al., 2015). 
D’altro canto, questi tre parametri dell’ossidazione erano significativamente più 
elevati in animali affetti da IAD e RAO rispetto ai controlli sani. Questi dati indicano 
che in entrambe queste malattie era presente un certo grado di stress ossidativo 
legato all’infiammazione polmonare, anche se di natura cronica. L’aumento di queste 
sostanze è documentato in vari studi che, pur non riguardando direttamente il 
polmone o il BALF, correlano il loro incremento con la presenza di stress ossidativo. 
Per quanto riguarda gli AOPP, sebbene essi non siano stati dosati nel BALF degli 
equidi, il loro aumento rispecchia quello riscontrato in altri studi sia in medicina 
umana che veterinaria sullo stato ossidativo indotto da malattie di varia natura (Po et 
al., 2012; Do Carmo et al., 2014; Ranade et al., 2014; Colombo et al., 2015). Lo 
stesso si può dire per il NPBI (Kime et al., 1996; Perrone et al., 2010) e per i d-
ROMs. Questi ultimi risultavano aumentati nel sangue di cavalli sottoposti ad 
esercizio intenso, in conseguenza all’aumentato stress ossidativo (Tsubone et al., 
2013). In un altro studio condotto su puledri affetti da polmonite rodococcica, i d-
ROMs risultavano significativamente più elevati nel condensato respiratorio dei 
soggetti colpiti che non nei controlli sani (Crowley et al.,  2013). 
Oltre questi tre parametri, studi riportano un aumento anche di altre sostanze 
ossidanti in corso di malattie infiammatorie polmonari. Per esempio, cavalli affetti da 
RAO hanno aumenti polmonari di isoprostani (Kirschvink et al., 1999), glutatione 
ossidato (Kirschvink  et al., 1999; Robinson et al., 2001; Kirschvink et al., 2002b) e 
perossido d’idrogeno (Dekhijzen et al., 1996). Ancora, puledri affetti da polmoniti di 
varia natura hanno aumenti di H2O2 nell’espirato e alti livelli di AOPP nel sangue 
(Crowley et al.,  2013; Po et al.,  2013). Quindi, l’aumento di sostanze pro-ossidanti 
(d-ROMs e NPBI) e  ossidanti (AOPP) riportate in questo studio è in accordo con i 
risultati di altre ricerche ma riguardanti altri parametri. 
Inoltre, i soggetti affetti da IAD mista avevano valori di d-ROMs, NPBI e AOPP 
maggiori di quelli affetti da RAO. Sebbene la differenza non fosse statisticamente 
significativa per nessuno di questi tre parametri dell’ossidazione. In ogni caso, 
questo trend potrebbe essere spiegato da una maggiore attivazione di macrofagi e 
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neutrofili nei soggetti con IAD rispetto a quelli con RAO in fase di remissione. 
Nei soggetti affetti da IAD mista è stata riscontrata anche una correlazione positiva 
tra d-ROMS e AOPP (p<0,01; r=0,726). Poichè i primi sono pro-ossidanti e i secondi 
sono prodotti finali dell’ossidazione, è normale attendersi, in uno stato infiammatorio 
attivo come quello indotto dalla IAD, che all’aumento degli uni corrisponda 
l’aumento degli altri. Probabilmente, il mancato riscontro di questa correlazione nel 
gruppo RAO e’ dovuto al fatto che tutti i soggetti erano in fase di remissione, cioè in 
una fase nella quale le sostanze pro-infiammatorie vengono liberate in quantità 
inferiori rispetto alla IAD. A supporto di questa ipotesi, la concentrazione dei d-
ROMs è più bassa nel gruppo RAO che in quello IAD mista, anche se la differenza 
non è statisticamente significativa.  
Per quanto riguarda la concentrazione dei BAP, questa è significativamente più alta 
nel gruppo IAD rispetto ai sani. L’aumento della capacità antiossidante polmonare è 
probabilmente legata alla stimolazione continua e acuta del processo infiammatorio, 
a causa della produzione di sostanze ossidanti da parte di neutrofili e macrofagi 
(Colombo et al., 2015).  
Anche nel gruppo “RAO”, la concentrazione di BAP è più alta rispetto al gruppo 
“sani”, seppur non in modo statisticamente significativo. Questo risultato non 
sorprende perchè, come nella IAD, inizialmente si verifica un aumento della capacità 
antiossidante polmonare per l’esposizione agli ossidanti, ed è  solo con il perdurare 
delle crisi di RAO che se ne manifesta l’abbassamento (Bowler et al., 2002). I cavalli 
analizzati in questo studio sono affetti da RAO ma asintomatici, per cui il potere 
antiossidante, valutato come BAP in questo studio, è ancora normale.  
Per questa ragione, i risultati di questo studio non vanno interpretati come in 
contrasto con il calo di acido ascorbico, il principale antiossidante polmonare, 
riscontrato da Deaton et al. (2006) in una popolazione di RAO in crisi.  
Sebbene i BAP dei soggetti con RAO siano risultati in generale più bassi di quelli 
con IAD, non è stata riscontrata alcuna differenze statisticamente significativa tra i 
due gruppi. In ogni caso, la differenza potrebbe essere dovuta al fatto che la RAO 
induce un’infiammazione più lieve della IAD ma più duratura, con conseguente calo 
delle difese antiossidanti. 
L’aumento delle difese antiossidanti in corso di infiammazione polmonare e’ in linea 
con quanto riscontrato in altri studi. Niedzwiedz et al. (2014) riportano un aumento 
dell’attività del GPX e della SOD plasmatici in cavalli affetti da RAO rispetto ai 
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controlli sani. Queste due sostanze sono enzimi antiossidanti fondamentali al 
mantenimento dell’equilibrio ossidativo. Durante le fasi iniziali dell’infiammazione 
polmonare, l’aumento del rilascio di ROS causa in risposta l’aumento anche di 
sostanze antiossidanti, per mantenere l’omeostasi (Niedzwiedz et al., 2014). Questo 
meccanismo compensatorio si verifica anche in cavalli posti sotto sforzo massimale: 
all’incremento dei ROM a causa dell’esercizio intenso corrisponde un aumento dei 
BAP, in modo da mantenerne l’equilibrio (Tsubone et al., 2013). 
In conclusione, questo studio ha confermato, nel BALF di equidi affetti da RAO e 
IAD mista, l’aumento del potenziale ossidativo, valutato in base a sostanze pro-
ossidanti (d-ROMs e NPBI) e ossidante (AOPP). Parallelamente, ha anche verificato 
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